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Le facteur de transcription Cuxl comme régulateur de la restitution épithéliale 
intestinale via la voie de signalisation Racl.
Par
Roxanne Latreille 
Programme de maîtrise en biologie cellulaire
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en biologie cellulaire, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
Le régulateur transcriptionnel Cuxl est impliqué dans le processus de migration des 
cellules cancéreuses. Dans un modèle d’inflammation intestinale de type colite 
expérimentale, l’absence de Cuxl entraîne une perte de la restitution de l ’épithélium 
intestinal. Ceci nous a amenés à poser l’hypothèse que Cuxl serait fonctionnellement 
impliqué dans le processus de migration cellulaire lors de la régénération épithéliale en 
contexte de maladies inflammatoires intestinales. En utilisant des conditions de culture 
limitant la prolifération, une diminution de la réponse migratoire des cellules épithéliales a 
été observée en absence de Cuxl. Cette diminution de migration a été accompagnée d’une 
perte du remaniement du cytosquelette d ’actine et d’une diminution du nombre de 
lamellipodes formés au front de migration. En vérifiant l’activité des voies classiques de 
migration RhoA et Racl, une modulation des modifications post-traductionnelles sur 
chacune des protéines terminales de ces voies a été observée. Une augmentation du niveau 
de phosphorylation inhibitrice sur sérine 3 de la cofiline et une diminution de la 
phosphorylation activatrice sur la protéine ribosomale S6 ont été observées en absence de 
Cuxl. Toutefois, ces protéines ne sont pas des cibles transcriptionnelles du régulateur 
Cuxl. Une analyse par micropuce a permis d’identifier de nouveaux substrats de Cuxl 
pertinents au processus de restitution épithéliale. Ainsi, les gènes FgfR2, Shc4 et Vav2 ont 
été découverts pour être impliqués autant au niveau cellulaire que physiologique en 
contexte inflammatoire. De plus, Cuxl semble en mesure de cibler directement ces trois 
promoteurs. Un essai de récupération du phénotype en inhibant la voie RhoA a permis 
d ’observer un rétablissement partiel de la réponse migratoire des cellules n’exprimant pas 
Cuxl, suggérant que Vav2 et la voie Racl auraient une importance dans cette restitution 
épithéliale intestinale. Des modulations de gènes impliqués dans la restitution ont été 
observées par séquençage des ARNs chez des souris mutantes pour Cux 1.
Mots clés : cellules épithéliales intestinales, Cuxl, restitution, Racl, inflammation.
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1In t r o d u c t io n
1. Anatomie du tube digestif
Le système digestif humain est composé de plusieurs organes qui travaillent de concert afin 
de mener à bien la transformation du bol alimentaire (Figure 1A). Ce système comprend 
notamment l’intestin grêle et le côlon en partie distale, formant le tube digestif. Ces deux 
organes ont pour fonctions respectives la digestion et l’absorption des nutriments ainsi que 
la réabsorption de l’eau et la concentration des matières fécales résiduelles (Rao et al., 
2010; van der Flier et Clevers, 2009). En coupe transversale, quatre couches tissulaires 
concentriques sont observées au niveau du tube digestif. De l ’extérieur vers l’intérieur, on 
retrouve la couche séreuse, la musculeuse, la sous-muqueuse et la muqueuse (Figure 1B) 
(Johnson et al., 2011).
2. Épithélium colique
2.1. Architecture
La muqueuse du côlon comprend une monocouche de cellules épithéliales venant délimiter 
le compartiment luminal du tube digestif, désignée l’épithélium colique (Gibson et al., 
1996). Cette couche interne de la muqueuse est organisée en axe crypte-épithélium de 
surface (Figure 1C). Cette architecture lui confère une caractéristique particulière, en 
l’occurrence une capacité de renouvellement cellulaire rapide. Ce renouvellement rapide 
origine de la base de la crypte où sont situées des cellules dites souches qui donneront 
naissance à des cellules progénitrices prolifératives. Celles-ci vont migrer le long de la 
première moitié du compartiment cryptai pour passer par une étape de transit 
d’amplification. Puis ces cellules vont se différencier afin d’acquérir des fonctions 
spécifiques au côlon, comme la capacité d ’absorption de l ’eau.
1
2Figure 1. L’anatomie du tube digestif et l’architecture de la muqueuse du côlon.
A. Représentation schématique du tube digestif humain, de la bouche à l ’anus, ainsi que 
l’emplacement de divers organes associés à la digestion. Le côlon se situe en partie distale 
du tube, juste avant l’extrémité d’évacuation des déchets (adapté de Johnson et al., 2011).
B. Représentation schématique des couches tissulaires du tube digestif, particulièrement la 
muqueuse (adapté de Johnson et al., 2011). C. Représentation schématique des principales 
couches de tissus de la muqueuse du côlon (panneau de droite) qui sont organisées en axe 
crypte-épithélium de surface (adapté de Garrett et al., 2010).
2
3Ces cellules différenciées vont migrer le long du tiers supérieur de la crypte en effectuant 
leurs fonctions et mourront par apoptose à l ’apex de la crypte. Ce processus de 
renouvellement complet de l’épithélium se déroule en 3 à 5 jours (Sato et al., 2009; Abreu, 
2010).
2.2. La barrière épithéliale
Le compartiment cryptai, comme mentionné précédemment, est responsable de maintenir la 
niche des cellules souches situées à sa base (Sato et al., 2009). 11 est aussi le réservoir 
d’amplification des cellules prolifératives qui vont se différencier pour devenir, à 
différentes proportions, des colonocytes (cellules absorbantes), des cellules 
entéroendocrines ou des cellules sécrétrices de mucus (Latella et al., 1996). Ces cellules 
différenciées jouent un rôle important dans le maintien de la fonction de barrière de 
l’épithélium colique. La sécrétion de mucus par l ’épithélium permet de former une couche 
de gel dense adjacente à la monocouche cellulaire, du côté interne du tube. Ce gel dense 
restreint le passage des microorganismes et les garde à distance des colonocytes 
(Figure 1C) (Podolsky, 1999; Marrs et al., 1995; van der Flier et Clevers, 2009). De plus, la 
présence de jonctions serrées au niveau du domaine apical des cellules assure l ’étanchéité 
de la monocouche lorsqu’un pathogène réussit à traverser l’épaisseur du mucus. Cette 
fonction de barrière permet donc de restreindre le contenu intestinal ainsi que les 
pathogènes dans la lumière intestinale, limitant ainsi l ’activation prolongée du système 
immunitaire. En revanche, lors d ’une brèche dans cet épithélium, les microorganismes 
peuvent ainsi entrer en contact avec la lamina propria et déclencher une réponse 
inflammatoire (Schulzke et al., 2009).
2.3. Maladies inflammatoires intestinales
La présence récurrente de brèches dans l’épithélium du tube digestif mène au 
développement d ’une réponse inflammatoire chronique. Ces réponses chroniques sont 
retrouvées chez les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales, dont les deux
3
4mieux connues sont la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse (Kaser et al., 2010). La 
maladie de Crohn peut être retrouvée dans toutes les parties du tube digestif débutant 
souvent au niveau de l’iléon. Elle se développe de façon segmentée dans le tube, segments 
sains alternés de segments atteints, allant de la bouche à l ’anus. La maladie de Crohn peut 
atteindre toutes les couches tissulaires, elle est dite transmurale, et peut parfois même 
toucher les organes associés au tube digestif. Pour sa part, la colite ulcéreuse se développe 
de façon locale au niveau du côlon, débutant au niveau du rectum et remontant vers le 
caecum. Cette maladie inflammatoire n’atteint pas toutes les couches tissulaires du côlon : 
elle se restreint à la muqueuse où elle provoque l’ulcération de ce tissu (Burakoff et al., 
2009).
La colite ulcéreuse étant la maladie inflammatoire se rapprochant le plus du sujet de ce 
mémoire, elle sera donc introduite plus en profondeur. Le diagnostic de la colite ulcéreuse 
chez l’humain se fait selon l’étendue de la maladie dans le côlon et selon une analyse 
histologique pour y déceler des anormalités architecturales dans l’épithélium et des signes 
d’inflammation comme l’infiltration de cellules immunitaires, principalement des 
neutrophiles dans le cas de la colite ulcéreuse, des abcès de crypte et des agrégats de 
lymphocytes (Stange et al., 2008; Xavier et Podolsky, 2007). Lors de l’induction d’une 
colite expérimentale à l’aide du sodium dextran sulfate (DSS) chez le rongeur, divers 
signes macroscopiques et histologiques sont observés et comptabilisés pour suivre le 
développement de la maladie. Au niveau histologique, l ’organisation et l ’architecture des 
couches tissulaires est évaluée tandis qu’au niveau macroscopique, un suivi de la perte de 
poids, la consistance et le sang dans les fèces, les saignements rectaux et la longueur et la 
rigidité du côlon permettent d’établir l’index de sévérité de la maladie (Cooper et a i, 
1993). Le DSS semblerait agir comme un détergent au niveau de l’épithélium, forçant donc 
l’apparition de brèches dans la monocouche. Ce modèle est très reproductible et les 
symptômes associés sont similaires à la pathologie observée chez l’humain. Par ailleurs, le 
mécanisme d’action précis du DSS n’a pas encore été clairement démontré à ce jour 
(Solomon et a l, 2010).
4
5La colite ulcéreuse est une maladie idiopathique présentant des influences multifactorielles 
(Figure 2) où l’environnement est un facteur important à prendre en considération afin de 
limiter la souffrance engendrée par les symptômes de la maladie (Fiocchi, 1998; Danese et 
al., 2004; Xavier et Podolsky, 2007). Ces facteurs extrinsèques ont le pouvoir de moduler 
la recrudescence de la maladie en activant les phases de réponses inflammatoires 
chroniques lors des défauts de restitution de l’épithélium.
2.1. Restitution épithéliale
L’activation chronique du système immunitaire et de la réponse inflammatoire est due à la 
perpétuelle présence de brèches au niveau de l’épithélium. En effet, les patients atteints de 
la colite ulcéreuse présentent des difficultés de refermeture étanche des brèches dans leur 
épithélium, menant ainsi au déclenchement de réponses inflammatoires à répétition 
(Lichtenstein et Rutgeerts, 2010; Sturm et Dignass, 2008). Le processus de refermeture des 
brèches dans la monocouche est appelé régénération épithéliale. Cette régénération de 
l ’épithélium colique se déroule en 4 grandes étapes. Premièrement, il y a la formation d ’un 
bris dans la monocouche de cellules épithéliales. Puis, rapidement le processus de 
restitution, aussi appelé migration cellulaire, se met en branle afin de fermer la plaie le plus 
rapidement possible pour bloquer le stress du contenu luminal. Quelques heures suivant la 
blessure, environ 12 heures, le processus de prolifération cellulaire entre en ligne de compte 
afin de permettre l’arrivage d’un nouveau flot de cellules. Cette nouvelle vague de cellules 
va permettre une refermeture étroite de la monocouche. Finalement, les cellules qui ont 
recouvert la plaie vont se redifférencier et se repolariser afin de reformer un épithélium 
colique normal (Figure 3), soit un épithélium étanche et mature, pouvant assurer ses 
fonctions de barrière et d’absorption de l’eau (Laukoetter et al., 2008; van der Flier et 
Clevers, 2009).
5
Figure 2. Diagramme des facteurs intrinsèques et extrinsèques pouvant influencer les 
maladies inflammatoires intestinales.
Représentation schématique en diagramme de Venn des différents facteurs pouvant 
influencer l’établissement, la récurrence et la sévérité des maladies inflammatoires 





»  Prolifération cellulaire J I |Q  ------- w
Figure 3. Le processus de régénération épithéliale intestinale.
Représentation schématique simplifiée de la régénération épithéliale intestinale en contexte 
de blessure superficielle (adapté de Dignass, 2001).
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82.2. Remaniement du cytosquelette et migration cellulaire
Tout au long du processus de régénération épithéliale, les cellules en bordure de la plaie 
doivent organiser leur structure interne, mais aussi leur conformation dans l’espace, selon 
l’environnement. Cela est rendu possible via la présence d ’unités filamenteuses de structure 
et de maintien formant le cytosquelette d’actine. Ce dernier est dit dynamique, car il est 
sans cesse modifié pour permettre à la cellule de changer de forme et de se mouvoir dans le 
périmètre qui l’entoure. Ce cytosquelette est formé d ’un assemblage de plusieurs 
exemplaires d’une protéine monomérique appelée actine, et ce sous forme de filaments. Un 
filament est composé de deux brins de monomères d’actine arrangés en torsade afin de le 
rendre plus solide et résistant (Figure 4A). Les monomères d’actine libre dans le 
cytoplasme sont liés à l ’ATP afin de pouvoir être incorporés dans un filament. Puis la 
molécule d’ATP est hydrolysée en ADP suite à l ’insertion du monomère dans l ’un des 
brins d’actine (Figure 4A). Sur une extrémité du brin, cette hydrolyse est plus lente que la 
vitesse d’ajout d’actine, ce qui fait que les filaments nouvellement formés sont composés 
de quelques monomères couplés à l ’ATP, mais principalement de monomères couplés à 
l’ADP (Blanchoin et Pollard, 2002).
L’ajout de monomères d’actine au filament constitue la polymérisation du filament 
d’actine, tandis que le retrait correspond à la dépolymérisation du filament. Cette 
polymérisation/dépolymérisation permet donc de régulariser la longueur des filaments 
malgré un nombre constant de monomères d’actine dans la cellule. Lors de la phase 
d’élongation du filament (polymérisation), des monomères d ’actine sont ajoutés sur les 
deux brins à une vitesse supérieure à celle du retrait des monomères. À l’atteinte de la 
phase d’équilibre, la vitesse d’ajout et de retrait des monomères est équivalente, ce qui 
permet de maintenir la longueur du filament. Lorsqu’un stimulus est détecté par la cellule, 
celui-ci fait changer la structure du cytosquelette. Le taux de retrait de monomères 
(dépolymérisation) est alors plus élevé que celui d ’ajout, amenant ainsi une déconstruction 
de la structure de filaments déjà formés. Cette déconstruction se fait au profit d ’une 
reconstruction simultanée dans la direction adéquate au mouvement de la cellule en
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Figure 4. Le remaniement du cytosquelette d’actine et son arrangement.
Représentation schématique simplifiée de la dynamique d ’assemblage des filaments 
d’actine. A. Les monomères libres sont liés à l’ATP qui sera hydrolysée en ADP suite à 
l’insertion dans le filament d’actine. Afin de former des structures solides en échafaud, le 
complexe protéique ARP permet l’embranchement des filaments d’actine (adapté de 
Pollard et Borisy, 2003). B. La formation de lamellipodes se fait via l ’activation de la 
protéine GTPase Racl (adapté de Ishida-Takagishi et al., 2012).
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fonction du stimulus chimioattractant (Figure 4A). Bref, lors de la migration d’une cellule, 
les événements de polymérisation/dépolymérisation ont lieu simultanément en utilisant 
inlassablement les mêmes monomères dont la quantité reste constante peu importe le 
contexte.
Afin de promouvoir l’établissement de structures solides, les protéines du complexe ARP 
ont pour rôle de lier l’extrémité à hydrolyse plus lente du filament pour former un 
embranchement à un angle de 70 degrés (Figure 4A). Cette accumulation d’embranchement 
permet la formation d’échafaud de filaments d’actine pouvant soutenir et maintenir le 
remodelage de la forme de la cellule (Blanchoin et al., 2000; Ingerman et al., 2013). Ce 
remodelage peut se manifester sous la forme de structures spécialisées comme les 
microvillosités sur les cellules épithéliales ou les structures migratoires sur une cellule en 
mouvement (Shaw et al., 1998). Plusieurs types de structures d ’actine sont possibles lors de 
la migration cellulaire, notamment les filopodes et les lamellipodes. La formation de ces 
structures est intimement liée à l’activation de petites protéines GTPases de la sous-famille 
Rho qui sont des protéines hautement conservées chez les eucaryotes (Otey et al., 2009). 
Essentiellement, la formation des filopodes est dictée par Cdc42, celle des fibres de stress 
par RhoA et celle des lamellipodes par Racl (Nobes et Hall, 1995).
L’activation de la GTPase Racl dans la cellule permet l’ondulation de la membrane 
plasmique ainsi que l’accumulation des filaments d ’actine organisés en échafaud à 
proximité de la dite membrane (Figure 4B) (Ridley et al., 1992; Hall, 1998). L’activation 
de Racl se fait via une protéine échangeuse de guanine (GEF) qui permet l ’échange du 
GDP pour le GTP. Lorsque Racl est lié au GTP, il est dit actif. Il peut ainsi induire 
l’activation des cascades de signalisation via les protéines en aval de lui-même. Afin de 
permettre l’arrêt du signal, une protéine activatrice de la fonction GTPase (GAP) active la 
catalyse du GTP en GDP présent sur la protéine GTPase Racl. Le phénotype migratoire 
d’une cellule résulte donc d’une séquence d ’activation et de désactivation de ces GTPases 
qui forment ces structures de monomères d’actine bien ordonnées dans le temps et l’espace. 
La GTPase Racl possède plusieurs GEFs et GAPs pouvant permettre ses fonctions, 
notamment les protéines Dock et Vav ainsi que Ocrll et Rich respectivement (Zhang et al,
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2001). Les protéines Vavl, 2 et 3 sont des GEFs grandement impliquées dans l’activation 
de Racl lors de l’organisation du cytosquelette à divers degrés et dans divers tissus 
(Homstein et al., 2004). C’est le cas spécialement dans le côlon, où les protéines Vav sont 
essentielles à la différenciation des colonocytes ainsi qu’à l’intégrité de la barrière 
épithéliale (Liu et al., 2009). De surcroît, Vav2 est requis lors de la dispersion/migration 
des cellules fibroblastiques et ce rôle passe via l’activation de Racl de façon Src- 
dépendante par les intégrines (Marignani et Carpenter, 2001). Cependant, cette protéine 
GTPase Racl ne fonctionne pas seulement via les GEFs et GAPs durant les processus de 
polymérisation/dépolymérisation du cytosquelette d ’actine. Racl active aussi diverses 
protéines en aval afin de moduler l’organisation du cytosquelette d’actine (Figure 5) (Hall, 
1998).
Suite à l’activation de Racl, la cascade signalétique se poursuit via la phosphorylation de la 
kinase PAK qui phosphoryle et active la kinase LIMK qui, à son tour, phosphoryle la 
cofiline sur la sérine 3. Cette phosphorylation résulte en une inhibition des fonctions de la 
cofiline sur le remaniement du cytosquelette (Moriyama et al., 1996). La cofiline est une 
protéine pouvant se lier aux monomères d’actine et ainsi déstabiliser les filaments. En effet, 
lors de sa liaison, le filament est forcé de se torsader un peu plus, ce qui applique un stress 
mécanique qui diminue la force de liaison entre les monomères d’actine. Ceci rend donc le 
filament d’actine plus facilement friable et accélère sa dépolymérisation. Par ailleurs, la 
cofiline peut seulement se lier aux monomères couplés à l’ADP. Ces derniers étant présents 
sur les filaments formés depuis un moment, c’est-à-dire les « vieux » filaments, cela permet 
un renouvellement rapide et continu du cytosquelette (Blanchoin et Pollard, 2002).
Ce remaniement se fait aussi sur les structures d’actine dans les lamellipodes. Par contre, 
dans ces lamellipodes, la cofiline possède non seulement des rôles dans la dépolymérisation 
des filaments d’actine, mais aussi un rôle dans la polymérisation en échafaudage. 
Effectivement, la cofiline est capable d’aider à construire un réseau d’actine dans les 
lamellipodes grâce à son activité de clivage (« severing activity »). Cette activité de clivage 
permet à la cofiline de produire des filaments d ’actine plus courts et plus
11
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Figure 5. La voie de signalisation de la GTPase Racl.
Représentation schématique de diverses protéines en aval de Rac 1 pouvant être impliquées 
dans une multitude de processus biologiques (adapté de Qiagen, www.qiagen.com).
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ramifiés (complexe ARP) afin de former un lamellipode solide et résistant pour tirer la 
cellule entière dans la direction du mouvement (Chan et al., 2000).
La protéine GTPase Racl peut aussi activer, via l’activation de la PI3K, la sérine/thréonine 
kinase p70S6K, aussi appelée S6K1 qui fait partie de la voie mTOR. S6K1 est activée par 
phosphorylation sur les thréonines 229 et 389 qui sont les phosphorylations les plus 
pertinentes en contexte in vivo (Pullen et Thomas, 1997; Alessi et al., 1998; Weng et al., 
1998; Pullen et a i,  1998). Ces phosphorylations permettent l’activation de S6K1 dont la 
fonction principale est le contrôle de la traduction des ARNm via la phosphorylation de la 
protéine ribosomale S6. En effet, la S6K est en charge de la biosynthèse des composantes 
traductionnelles dans la cellule, c ’est-à-dire qu’elle est impliquée dans l’assemblage de 
l’appareillage de synthèse des protéines (Dufner et Thomas, 1999). La kinase S6K1 ne 
possède pas moins de huit sites de phosphorylation, permettant ainsi l’activation de 
cascades de signalisation alternatives. Par ailleurs, cette voie de signalisation via mTOR est 
connue pour être impliquée dans la migration cellulaire. Effectivement, via une activation 
par l’arginine et/ou des facteurs de croissance, l’activation de mTOR par la PI3K permet 
une phosphorylation de S6K1. Une partie des protéines p-S6Kl est relocalisée au 
cytoplasme où elles influencent la migration cellulaire et la restitution intestinale épithéliale 
(Rhoads et al., 2006). Cette influence se fait au niveau du cytosquelette d’actine. La 
protéine S6K1 activée co-localise avec la F-actine près de la membrane plasmique lors d’un 
stimulus migratoire dans un modèle de cellules fibroblastiques. Elle se retrouve au niveau 
des fibres de stress ainsi qu’au niveau de la structure d’actine en arche au front de migration 
du lamellipode. D’autres protéines pouvant interagir et maintenir l’activité de p70S6K sont 
présentes en bordure du lamellipode (Berven et al., 2004). De plus, dans un modèle de 
cancer ovarien, la S6K1 activée peut lier et permettre la réticulation des filaments d’actine, 
bloquant ainsi leur dépolymérisation par la cofiline. Elle est en mesure de coupler Rac 1 au 
GTP afin de l’activer, ce qui permet sa liaison au PBD de PAK1, induisant ainsi une 
cascade de signalisation subséquente. En les intégrant ensemble, ces deux rôles de la S6K1 
permettent la formation de protubérances migratoires, comme les lamellipodes, et assurent 
une migration directionnelle des cellules (Ip et al., 2011).
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3. La transcription et l’expression des gènes
Le noyau de la cellule contient tout le matériel génétique lui permettant de fonctionner 
adéquatement et d’exporter des transcrits au cytoplasme afin de produire toutes les 
protéines nécessaires aux activités cellulaires. La présence de séquences consensus comme 
la T AT A-box permet le recrutement des facteurs de transcription du complexe de pré­
initiation de la transcription au promoteur des gènes. De plus, la possibilité d’interaction 
avec divers facteurs de transcription spécifiques ayant des fonctions d’activateur ou de 
répresseur à proximité ou à distance du promoteur permet une modulation de l’expression 
des gènes. Lorsque tous les éléments du complexe de pré-initiation sont présents, la 
transcription peut donc avoir lieu à partir du site d’initiation de la transcription. De là, le 
gène ciblé est traduit en pré-ARN messager qui passera par une étape de maturation pour 
devenir un ARNm. Cet ARNm mature sera lié par un ribosome qui viendra s’y associer 
afin de traduire les codons de 3 nucléotides en acides aminés. Lorsque la traduction est 
terminée, la séquence d’acides aminés est soumise à un repliement en 3-dimensions et à 
l’ajout de modifications post-traductionnelles si nécessaire. La protéine mature résultante 
est donc prête à être dirigée dans le compartiment cellulaire adéquat afin d’assurer ses rôles 
(McCracken et al., 1997).
L’activation de divers facteurs de transcription activateur ou répresseur en réponse à un 
stimulus entraîne ainsi une modulation de l’expression de divers gènes selon 
l’environnement de la cellule. Si une cellule doit réprimer certains gènes de façon 
temporaire au profit de ceux dont elle a besoin, elle pourra utiliser les facteurs de 
transcription pour moduler cette expression de gènes (McCracken et al., 1997).
4. Le facteur de transcription Cuxl
Les facteurs de transcription sont des protéines contenant un domaine de liaison à l’ADN et 
un domaine de transactivation ou de répression. Ils reconnaissent des séquences spécifiques 
sur le génome leur permettant ainsi de se lier sur leurs gènes cibles et ainsi moduler leur 
taux de transcription (McCracken et al., 1997).
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Tout récemment, Cuxl (Cut homeobox 1) a été caractérisé comme un régulateur de 
l’expression des gènes en se liant à des séquences d’ADN autant à proximité qu’à distance 
du promoteur (Vadnais et al., 2013). Le facteur de transcription Cuxl fait partie de la 
superclasse de facteurs de transcription à domaine hélice-tour-hélice, qui comprend une 
sous-classe atypique CDP/Cut qui regroupe des homéoprotéines bien conservées chez les 
animaux pluricellulaires (Banerjee-Basu et Baxevanis, 2001). Depuis sa découverte, Cuxl a 
porté plusieurs noms selon le modèle étudié : une uniformisation de la nomenclature a 
regroupé tous ces noms, soient CDP/Cux/Cut, CDP/Cut, CDP, Cut et CUTL1 sous l’unique 
nom actuel de Cuxl (Sansregret et Nepveu, 2008).
4.1. Rôles
Cuxl est un facteur de transcription qui, à l’origine, a été décrit comme un facteur de 
transcription capable de réprimer ses gènes cibles autant de façon active via la présence des 
deux domaines de répression en C-terminal, que de façon passive via la compétition pour 
l’occupation des sites de liaison (Mailly et al., 1996). D ’un autre côté, la surexpression de 
l’isoforme pllO Cuxl, produit du clivage de p200Cuxl en N-terminal par la cathepsine L 
(Goulet et al. 2007), a permis de découvrir de nouveaux rôles activateurs de Cuxl sur 
divers gènes cibles (Harada et al., 2008). Les divers rôles des isoformes de Cuxl seront 
abordés dans la section suivante.
4.2. Structure et isoformes
Ces protéines à homéodomaine contiennent entre autre un Cut homéodomaine (HD) ainsi 
que un ou plusieurs domaines de liaison à l’ADN de répétition Cut (« Cut repeat », CR). 
Pour sa part, Cuxl contient trois « Cut repeat»  (CRI à CR3) et un homéodomaine; ces 
différents éléments ne peuvent pas lier l’ADN individuellement avec grande affinité, 
comme observé en essais in vitro en utilisant des protéines de fusion (Andres et al., 1994; 
Aufiero et al., 1994). Les sites de liaison CR et HD lient plutôt l’ADN en dimères (Harada
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et al., 1995), avec une affinité et une cinétique de liaison distinctes selon la combinaison, 
CR3HD étant le dimère le plus stable et le plus fort (Moon et al., 2000). Dans sa forme 
complète de 200 kDa qui contient 1505 acides aminés, Cuxl possède un domaine auto­
inhibiteur (In) et un domaine d’interaction protéique « coiled-coil » (CC) en N-terminal, 
quatre domaines de liaison à l’ADN (CRI-2-3 et HD) en position centrale ainsi que deux 
domaines de répression (RI et R2) en C-terminal (Figure 6A) (Truscott et al., 2004; 
Nepveu, 2001). Il est aussi la cible de diverses modifications post-traductionnelles incluant 
la phosphorylation sur sérine et thréonine, la déphosphorylation, l’acétylation et le clivage 
protéolytique. La phosphorylation ou l’acétylation de Cuxl entraînent une inhibition de la 
liaison à l’ADN ainsi qu’une diminution de l’activité transcriptionnelle. En retour, la 
déphosphorylation des domaines CR3 et HD permet une augmentation de la liaison à 
l’ADN, car le groupement phosphate n’encombre plus le domaine de liaison. Quant au 
clivage protéolytique par une caspase ou par la cathepsine L, il résulte en la génération 
d’isoformes de Cuxl possédant une affinité et un mode de régulation transcriptionnelle 
différent (Figure 6B) (Sansregret et Nepveu, 2008).
Sur pas moins de 33 exons, la présence de site alternatif d’initiation de la transcription (3 
promoteurs) et de polyadénylation (2 signaux de polyadénylation) ainsi que des sites 
d’épissage alternatif entraînent aussi la formation d’isoformes distinctes de Cuxl (Zeng et 
a l,  2000; Darsigny, 2010). Dans le contexte de ce mémoire, seules les isoformes p200Cuxl 
et pllO Cuxl ont été étudiées via la détection des deux formes sans discrimination et en 
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Figure 6. Structure des différentes isoformes de Cuxl et représentation des sites de 
modifications post-traductionnelles et leur fonction dans le cycle cellulaire.
A. Représentation schématique de la forme complète de Cuxl, incluant les différents 
domaines et modifications post-traductionnelles et leurs effecteurs. B. Représentation des 
six isoformes possibles de Cuxl obtenues par clivage protéolytique, via l’utilisation de sites 
d’initiation de la transcription et d’épissage alternatifs, et le rôle de ces différentes 
isoformes. C. Implication du clivage protéolytique et de la phosphorylation dans la 
génération de l’isoforme pllO Cuxl dans la progression du cycle cellulaire (adapté de 
Sansregret et Nepveu, 2008).
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4.3. Implication dans plusieurs processus biologiques
4.3.1. Développement embryonnaire
i
Tout d’abord, lors du développement, la différenciation du tractus digestif s’opère selon un 
axe rostro-caudal où l’expression et la répression de certains gènes s’observe en fonction du 
temps. C’est le cas de la sucrase-isomaltase (SI) qui est exprimée dans l’intestin grêle, mais 
non dans le côlon. Suite à une analyse bioinformatique du promoteur de la SI, la présence 
d’un chevauchement des sites de liaison de l’activateur GATA et du répresseur Cuxl a été 
découverte. Le facteur de transcription GATA4 n’étant pas exprimé dans le côlon 
(Boudreau et al., 2002a), Cuxl a donc le champ libre pour lier le promoteur et ainsi 
réprimer le gène de la SI (Boudreau et al., 2002b). L’expression différentielle des gènes 
entraîne ainsi la cytodifférenciation et la spécification du tube digestif (Traber et Wu, 
1995). Le facteur de transcription Cuxl possède des rôles dans le développement 
embryonnaire au niveau de la différenciation des cellules et du maintien de la spécificité 
cellulaire. Ces rôles sont présents, entre autre, au niveau des cellules myéloïdes, des 
poumons, des follicules pileux et des reins (Lievens et al., 1995; Pattison et al., 1997; Ellis 
et al., 2001; Ledford et al., 2002; Nepveu, 2001). Cuxl possède aussi des rôles dans la 
détermination du type neuronal et la différenciation en neurone pyramidal ainsi que dans le 
développement des couches externes du cortex. Cette différenciation a lieu au stade 
embryonnaire, mais aussi lors de la formation de lésions corticales (Nieto et a l,  2004; 
Cubelos et Nieto, 2010; Nielsen et a l ,  2013).
4.3.2. Obésité et signalisation par la leptine
Le facteur de transcription Cuxl a récemment été associé avec la signalisation de 
l’hormone de satiété, la leptine, et l ’obésité. En effet, la présence de SNPs dans une région 
du génome contenant une séquence de régulation pour un gène associé à la masse adipeuse 
et à l’obésité (FTO) a été découverte (Stratigopoulos et al., 2008). Un polymorphisme en 
particulier est en mesure de permettre une plus forte affinité de p200Cuxl sur l’allèle à
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risque de l’obésité, tandis que pllO Cuxl lie préférablement l ’allèle sain. Ceci permet donc 
à Cuxl de jouer un rôle de protection contre l’obésité, car p200Cuxl réprime l’allèle à 
risque tandis que p l lOCuxl stimule l ’allèle normal. La leptine, une cytokine sécrétée dans 
la circulation sanguine par le tissu adipeux blanc, vient se fixer sur ses récepteurs au niveau 
de l’hypothalamus. Au niveau cérébral, pllO Cuxl permet une augmentation de 
l’expression des récepteurs, ce qui résulte en la formation d’îlots des récepteurs à la leptine 
menant à une augmentation de la réponse à cette hormone. Ainsi, une signalisation accrue 
de la leptine en fonction de Cuxl offre une sensation de satiété plus grande et plus rapide 
lors de la prise alimentaire (Stratigopoulos et al., 2011).
4.3.3. Progression du cycle cellulaire
Cuxl possède aussi des fonctions de régulation du processus de prolifération cellulaire et 
ce, spécifiquement lors de la mitose. Il est responsable du point de contrôle lors de 
l’assemblage des fuseaux mitotiques, permettant une bonne ségrégation des chromosomes. 
Par ailleurs, suite à un défaut dans le processus de cytokinèse, Cuxl entraîne l’instabilité 
chromosomique et l’aneuploïdie pouvant mener à un phénotype cellulaire tumorigène 
(Sansregret et al., 2011). De plus, les facteurs transcriptionnels Cuxl ainsi que E2F1 lient 
le promoteur de gènes cibles, Ect2, MgcRacGAP et MKLP1, qui sont tous les trois 
responsables de la progression de la mitose et de la complétion de la cytokinèse. Cette 
liaison aux promoteurs s’effectue lors du début de la phase S, c ’est-à-dire lors de la 
formation de l’isoforme pl lOCuxl à la transition de phase Gi/S (Figure 6C) (Séguin et al., 
2009). pllO Cuxl est une isoforme possédant des propriétés de liaison à l’ADN distinctes 
de p200Cuxl ainsi que des propriétés activatrices. La génération de cette isoforme entraîne 
l’accélération de l’entrée en phase S des cellules. Ceci mène à une augmentation du taux de 
division cellulaire via la modulation de divers gènes impliqués dans la progression du 
cycle. C’est le cas, entre autre, des cyclines E2 et A2 qui présentent une expression 
augmentée en présence pllO Cuxl (Sansregret et al., 2006). De plus, les régulateurs du 
cycle cellulaire p21Cipl et p27Kipl voient leur expression diminuée par cette même forme 
plus courte de Cuxl (Alcalay et al., 2008). L ’isoforme pllO Cuxl reste active jusqu’à la 
phase G2 du cycle cellulaire, où elle est phosphorylée sur la sérine 1237 par Cdkl en
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complexe avec la cycline A (Arellano et Moreno, 1997; Santaguida et Nepveu, 2005). Par 
la suite, une hyperphosphorylation par le complexe cyclinB/Cdkl entraîne une inhibition de 
l’affinité de liaison à l’ADN de Cuxl durant la mitose. Ceci permet la synchronisation de 
l’activité de Cuxl durant le cycle cellulaire. Une nouvelle synthèse de pllO Cuxl sera 
nécessaire en Gj/S afin de reprendre un nouveau tour du cycle cellulaire pour assurer ses 
fonctions dans le processus de prolifération (Sansregret et al., 2010).
4.3.4. Implication dans le cancer
Cuxl est reconnu pour avoir une expression et des activités transcriptionnelles altérées dans 
le cancer et dans divers types de lignées cellulaires cancéreuses (Hulea et Nepveu, 2012). 
Dans le cas des lignées cancéreuses colorectales humaines, la forme complète p200Cuxl a 
une expression diminuée, ce qui permettrait à plusieurs gènes pro-oncogéniques de ne plus 
être réprimés par le régulateur transcriptionnel Cuxl (Fréchette et al,. 2010).
D’autant plus intéressant, Cuxl possède des rôles dans le contrôle de la motilité cellulaire 
et de la migration des cellules cancéreuses de divers types. La surexpression de pllO Cuxl 
dans un modèle de cellules cancéreuses de glandes mammaires permet d’augmenter 
l’adhésion des cellules et leur dispersion. De plus, de nouvelles cibles transcriptionnelles 
impliquées dans la migration sont modulées autant à la hausse qu’à la baisse par p l lOCuxl. 
En effet, l’isoforme de 110 kDa est en mesure d’activer le promoteur des gènes de la 
vimentine et de la N-cadhérine tandis qu’elle réprime ceux de l’occludine et de laE - 
cadhérine. Cette modulation entraîne la perte du phénotype épithélial au profit du 
phénotype fibroblastique, processus appelé transition épithélium-mésenchyme. En adoptant 
un phénotype de fibroblaste, les cellules sont plus enclines à la migration et à la dispersion 
étant donné la répression de composantes des jonctions épithéliales entre cellules 
habituellement assurées par la E-cadhérine et l’occludine (Kedinger et al., 2009).
Ce facteur de transcription promeut la formation de colonies de cellules ainsi que la 
refermeture de plaies sur plastique dans un modèle de cellules cancéreuses pulmonaires. 
Ceci confirme son rôle dans la réponse migratoire des cellules du poumon (Michl et al.,
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2005). De plus, dans les cas de cancer du sein, une forte expression de Cuxl dans les 
cancers de haut grade corrèle avec un faible taux de survie de ces patients, donc un mauvais 
pronostic (Michl et al., 2005). En présence de TGF(3, une cytokine possédant des rôles pro­
migratoires et antiprolifératifs (May et al., 1989), la réponse migratoire des diverses lignées 
cancéreuses pulmonaires et mammaires est augmentée. Par contre, en absence de C uxl, le 
pouvoir pro-migratoire du TGFP est perdu et le taux de migration cellulaire reste autant 
diminué qu’en absence de stimulus au TGFp. Ceci confirme que le facteur de transcription 
Cuxl intervient dans la voie de signalisation par le TGFp (MichL et al., 2005).
De façon intéressante, Cuxl contrôle positivement les niveaux de transcrits du gène Csk. 
La protéine Csk est responsable de phosphoryler et de stabiliser la protéine Src afin de 
limiter son envoi au protéasome pour la dégradation. La phosphorylation de Src sur Tyr527 
chez la souris permet une localisation sur les intégrines, au niveau des points d ’adhésion 
focaux. Ainsi, cette signalisation activatrice de la migration activée par le TGFp implique 
Cuxl, qui serait en mesure de permettre la stabilisation et l’activation de Src afin d’activer 
les protéines GTPases comme Racl (Aleksic et al., 2007). Cuxl procède donc à une 
activation de la migration qui est dépendante de Src dans un contexte de cellules 
cancéreuses.
4.3.5. Protection contre les maladies inflammatoires intestinales
Le facteur de transcription Cuxl est aussi un effecteur de la voie de signalisation induite 
par le récepteur PAR-2. Ce récepteur est activé par la trypsine ou d’autres sérines protéases 
qui viennent cliver un segment extracellulaire sur le récepteur en N-terminal, permettant 
ainsi le dévoilement d’une séquence servant de ligand pour l ’activation de la cascade de 
signalisation (Wilson et a i,  2009). Ces cascades de signalisation sont impliquées 
principalement dans l’inflammation (Cenac et al., 2002), la régénération de blessure 
(Somasundaram et al., 2005), la prolifération (Berger et al., 2001) et la migration cellulaire 
(Shi et al., 2004). Dans le tractus gastro-intestinal, PAR-2 active la contraction et la 
relaxation des muscles lisses intestinaux permettant ainsi un transit gastro-intestinal 
régulier. Au niveau de la muqueuse intestinale et colique, le récepteur PAR-2 possède un
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double rôle de- molécule pro- et anti-inflammatoire. Ces rôles anti-inflammatoires sont 
assurés par une augmentation de la sécrétion de mucus ainsi qu’une activation des cellules 
immunitaire de type Thi- Les rôles pro-inflammatoires moins bien caractérisés passeraient 
par l’activation de neurones sensibles à la capsaïcine. Ces neurones seraient activés par des 
stimuli de « sensation de brûlure » via PAR-2 et pourraient ainsi induire une réponse 
inflammatoire (Kawabata, 2003). De surcroît, le régulateur transcriptionnel Cuxl est 
protecteur lors de l’induction d’un stimulus inflammatoire in vivo et in vitro. De façon 
contradictoire, une augmentation des transcrits de Cuxl est observée chez les patients 
atteints autant de la colite ulcéreuse que de la maladie de Crohn. Cette augmentation des 
transcrits mène à la traduction de la forme protéique complète p200Cuxl, tandis que la 
portion de protéine qui est clivée en pllO C uxl reste non quantifiée dans le contexte des 
patients atteints de maladies inflammatoires intestinales (Darsigny et al., 2010).
Le modèle murin CuxlAHD/AHD est disponible afin d’étudier l’effet du répresseur 
transcriptionnel dans le contexte des maladies inflammatoires intestinales. Ce modèle 
animal a été généré par le remplacement de l’homéodomaine par une cassette de résistance 
à la néomycine ainsi que l’apparition d’un codon stop prématuré sur l’allèle muté (Sinclair 
et al., 2001). Ceci entraîne donc la formation d’une protéine tronquée qui ne possède plus 
son domaine HD de liaison à l’ADN. Ce modèle présente certains défauts, notamment au 
niveau de la proportion du nombre de bébés homozygotes produits qui ne suit pas le ratio 
mendélien (5,4%) malgré un ratio au stade fœtal de 28%. Ceci s’explique par un fort taux 
de mortalité chez les homozygotes mutants dès les premiers moments suivant la naissance. 
Les mutants ont une taille moindre, une quantité de tissu adipeux plus faible ainsi qu’une 
couche épidermique plus mince et des follicules pileux désorganisés accompagnés d’une 
diminution de la densité de la fourrure. Ces souris mutantes possèdent aussi des défauts 
dans le développement des tissus lymphoïdes et myéloïdes (Sinclair et al., 2001).
Comme mentionné précédemment, Cuxl possède une fonction cruciale au niveau du 
maintien de l’homéostasie inflammatoire dans le tube digestif. Sans stimulus inflammatoire 
externe appliqué sur le modèle murin, l ’absence de Cuxl n’entraîne pas de complications, 
ni d’emballement de la réponse immunitaire locale. Afin d ’induire une réponse
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inflammatoire de type colite expérimentale comme décrite précédemment, la méthode par 
ajout de DSS à l’eau de boisson a été utilisée.
Lors de l’application d’un stress inflammatoire au DSS, les médiateurs de la réponse 
inflammatoire, comme NFkB et TNFa, ont une expression augmentée chez les mutants 
homozygotes de Cuxl (Darsigny et a l ,  2010). Ils ont ainsi le pouvoir d’amplifier la 
réponse au stimulus et d’augmenter les dommages proférés à la muqueuse épithéliale. La 
présence de Cuxl freinerait donc l’exacerbation de cette réponse inflammatoire. Suite à 
l’application d’un stress inflammatoire au DSS provoquant le développement d’une colite 
expérimentale chez des animaux déficients pour Cuxl, une période de récupération de 14 
jours n’est pas suffisante pour rétablir l’épithélium colique (Figure 7). Ceci suggère que le 
facteur transcriptionnel Cuxl pourrait réguler la restitution épithéliale intestinale lors d’une 
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Figure 7. Le facteur de transcription Cuxl semble essentiel au processus de restitution 
épithéliale intestinale lors de la phase de récupération suite à l’application d’un stress 
inflammatoire.
A . Représentation schématique du traitement appliqué sur les deux cohortes d’animaux où 
les Cuxl+/+ sont les contrôles et les C uxlAHD/AHD sont les mutants. B. L ’observation des 
coupes histologiques colorée à l’hématoxyline et éosine a permis d’évaluer, en C, le score 
histologique de la colite selon les trois critères sous le graphique en fonction du groupe de 
souris et du traitement reçu (adapté de Darsigny et al., 2010).
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5. Hypothèse de recherche
Une seule étude, de notre groupe, implique le régulateur transcriptionnel Cuxl durant 
l’inflammation intestinale (Darsigny et al., 2010). Dans cette étude, Cuxl est décrit en tant 
que protéine ayant des rôles dans la protection contre l’inflammation intestinale. De plus, 
ce régulateur a été décrit pour avoir des rôles pro-migratoires dépendant de Src dans 
diverses lignées cellulaires en contexte de cancer (Michl et al., 2005; Aleksic et al., 2007; 
Kedinger et al., 2009). Mises en commun, ces observations nous mènent à poser comme 
hypothèse que Cuxl pourrait être fonctionnellement impliqué dans le processus de 
restitution épithéliale dans le contexte d’une réponse inflammatoire intestinale.
5.1. Objectifs 
Objectif #1
Mesurer l’impact fonctionnel du répresseur Cuxl sur la restitution de l’épithélium intestinal 
en présence de TGFp. Cet objectif vise à valider l ’implication de Cuxl principalement sur 
le processus de migration cellulaire lors de la restitution de blessure épithéliale, 
indépendamment du contexte physiologique et tissulaire.
Objectif #2
Identifier de nouvelles cibles transcriptionnelles de Cuxl pertinentes à la restitution de 
blessures épithéliales en contexte de régénération épithéliale intestinale in cellulo et in vivo.
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M a t é r ie l  e t  m é t h o d e s
1. Analyses in cellulo
1.1. Culture cellulaire et morphologie
Les cellules de cryptes épithéliales intestinales de rat IEC6, obtenues de l’American Type 
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), ont été incubées à 37°C dans une 
atmosphère humidifiée contenant 5% de CO2 . Elles ont été cultivées dans le milieu de 
culture Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplémenté avec 5% de sérum 
bovin fœtal (FBS, Wisent, St-Bruno, QB, Canada), 4,5 g/L D-glucose, 2 mM L-alanyl-L- 
glutamine (GlutaMAX, LifeTechnologies, Burlington, ON), 25 mM HEPES, 50 U/ml 
pénicilline et 50 pg/ml streptomycine. Les populations de cellules ont été amplifiées à 
environ 60% de confluence et à 100% de confluence. Des photographies de la morphologie 
ont été acquises en utilisant un microscope à contraste de phase Leica DM IL à un 
grossissement de 10X.
1.2. Infection rétrovirale
Les IEC6 ont été infectées avec une construction d’ADN rétrovirale insérée dans le vecteur 
p.Super.retro.puro (Oligoengine, Seattle, WA, USA) encodant un shARN contrôle ou dirigé 
contre Cuxl. La séquence conservée chez l’humain, le rat et la souris du shCuxl est un don 
du Dr. Julian Downward (Michl et al., 2005). La séquence contrôle contient deux bases qui 
ont été mutées (en majuscule) (5’-aagaagaacaGAccagaggattt-3’) offrant donc une absence 
de reconnaissance de séquence dans le génome (Fréchette et al., 2010). Les cellules ayant 
intégré les constructions, appelées respectivement contrôle et shCuxl, ont été sélectionnées 
avec une concentration finale de 5 pg/mL de puromycine pendant six jours (Sigma 
Chemical Co., St Louis, MO, USA) où le milieu contenant l’agent de sélection était 
remplacé aux deux jours par du frais.
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1.3. Essais de blessure sur monocouches
1.3.1. Blessures isolées
Des monocouches de cellules IEC6 contrôle et shCuxl ont été blessées à l ’aide d’une lame 
de rasoir ou d’un embout de pipette de 200 pl. Elles ont été incubées dans le milieu DMEM 
contenant une concentration minimale de 0,5% FBS et supplémentées avec 5 ng/mL de 
TGFpi porcin (#101-B1-001, R&D System, Minneapolis, USA) pour différents temps de 
migration. Des photographies du front de migration des blessures ont été acquises avec un 
microscope à contraste de phase Leica DM IL au temps initial et selon une cinétique 
désirée de 12 à 72 h suivant l’application de la blessure. Le pourcentage de fermeture de la 
blessure a été calculé avec le logiciel ImageJ en multipliant par cent le quotient entre la 
distance du front de cellule à un temps donné et celle du front initial des cellules et en 
exprimant le résultat $elon le critère que 100% est une fermeture complète.
1.3.2. Multiblessures
Des monocouches de cellules IEC6 contrôle et shCux 1 ont été blessées selon un quadrillé à 
l’aide d’un grattoir en caoutchouc et d’un canevas de ligne appliqué sous la boîte de 
culture. Ce canevas a permis de standardiser le nombre de stries verticales et horizontales et 
ainsi augmenter la reproductibilité des essais de multiblessures. Les monocouches ont 
aussi été incubées dans le milieu DMEM contenant une concentration minimale de 0,5% 
FBS et supplémentées avec 5 ng/mL de TGFpi porcin (R&D System, Minneapolis, USA). 
Les cellules ont été grattées selon diverses cinétiques de temps initial jusqu’à 48 h afin d’en 
extraire le contenu en ARN et/ou en protéines (voir plus bas). Cette méthode de 
multiblessure en quadrillé permet d ’augmenter le ratio de cellule en migration par rapport 
au nombre total de cellules grattées dans la boîte de culture. Cela favorise la détection des 
modulations qui serait plus faible dans notre contexte expérimental.
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1.4. Essai d ’incorporation du 5-Bromo-2 '-deoxyuridine (BrdU)
Des monocouches confluentes de cellules IEC6 contrôle et shCuxl, cultivées sur lamelle de 
verre en plaque de 6-puits, ont été blessées avec une lame de rasoir agrippée au bout d’une 
pince-étau. La quantification de la diminution de réponse proliférative a été effectuée tandis 
que les cellules ont été incubées dans du milieu DMEM 0,5% FBS-5 ng/mL TGFpi pour 
12 h et 24 h. Pour procéder à un essai d’incorporation du BrdU, l’agent d’étiquetage BrdU 
(Invitrogen, Life Technologies, Burlington, ON) a été ajouté dans le milieu DMEM 0,5% 
FBS-5 ng/mL TGFpi à une dilution de 1:100 et incubé pendant 1 heure à 37°C en présence 
de 5% CO2 . Les cellules ont ensuite été fixées 10 minutes au méthanol (Sigma-Aldrich, St- 
Louis, MO) et perméabilisées pour 5 minutes au Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St-Louis, 
MO). Un anticorps secondaire contre le BrdU couplé à la fluorescéine (Roche Diagnostics, 
Laval, Qc) a été utilisé afin de visualiser les cellules prolifératives qui ont incorporé le 
BrdU dans leur ADN par microscopie à fluorescence. Les lamelles de verre ont été scellées 
sur des lames de microscope de type Superfrost (Fisher Scientific, Ottawa, ON) en présence 
de VectaShield mounting medium contenant du DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, 
CA). Des photographies ont été prises avec un microscope Leica DM LB2 afin de 
dénombrer le nombre de cellules BrdU+ sur le nombre de cellules totales (DAPI+) en 
utilisant le logiciel ImageJ. Le ratio de cellules en prolifération a donc été calculé pour les 
deux populations Contrôle et shCux 1.
1.5. Immunofluorescence contre les filaments d ’actine
Des monocouches de cellules contrôles et shCuxl, adhérées sur des lamelles de verre en 
plaque de 6-puits, ont été blessées à l’aide d’une lame de rasoir (décompte des 
lamellipodes) ou d’une pointe d’embout 200 pl (essai de récupération au Y27632) et 
incubées pour 12 h de migration, en présence de l’inhibiteur Y27632 dans le cas de l’essai 
de récupération. Les cellules ont été fixées avec une solution de 4% paraformaldéhyde 
(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) et perméabilisées au Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St- 
Louis, MO). Elles ont ensuite été incubées 90 minutes à la noirceur, dans une chambre 
humide, avec la phalloïdine couplée à la rhodamine (Invitrogen, Life Technologies,
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Burlington, ON) diluée 1:500 dans le tampon phosphate de blocage (PBS IX) contenant de 
l’albumine de sérum bovin (BSA 3%) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). Les lamelles ont 
ensuite été scellées sur des lames de microscope Superfrost (Fisher Scientific, Ottawa, ON) 
avec le VectaShield mounting medium contenant du DAPI (Vector Laboratories, 
Burlingame, CA) afin de visualiser les noyaux. Des photographies ont été prises avec un 
microscope à fluorescence Leica DM2500/Optigrid. Les structures de F-actine en présence 
de l’inhibiteur Y27632 ont été visualisées et les lamellipodes ont été dénombrés en utilisant 
le logiciel ImageJ.
1.6. Essai de récupération du phénotype
Des monocouches de cellules contrôle et shCuxl, cultivées en plaque de 6-puits, ont été 
blessées à l’aide d’une pointe d’embout pour un maximum de 24 h de migration. Trois 
photographies de la même blessure ont été prises au temps initial et après différents temps 
avec un microscope à contraste de phase Leica DM IL. La prise de plusieurs champs d’une 
même blessure diminue les chances d’introduction d ’un biais dans le calcul de pourcentage 
de fermeture. Le pourcentage de refermeture de la blessure a été calculé en utilisant les 
logiciels ImageJ et Microsoft Excel. Le cytosquelette d’actine a été visualisé par 
immunofluorescence via la phalloïdine-rhodamine comme décrit précédemment (voir 
immunofluorescence contre les filaments d’actine).
2. Traitement in vivo (colite chimique)
Afin de procéder à des. analyses physiologiques de l’implication de Cuxl dans la 
régénération épithéliale intestinale, nous avons utilisé le modèle animal murin C uxlAHD/AHD 
(Sinclair et al., 2001). L’induction d’une colite expérimentale s’est fait en diluant du 
sodium dextran sulfate (DSS) à raison de 3% dans l’eau de boisson des souris. Cette 
solution doit rester à l’abri de la lumière durant le traitement, elle est donc distribuée dans 
des bouteilles ambrées et ajoutée aux cages pour un temps de traitement de 24 h ou 3 jours. 
Cette solution est remplacée après 2 jours par une dilution fraîche afin d ’assurer un
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traitement optimal. Suite au traitement, les souris sont sacrifiées afin d’aller récupérer le 
côlon. Ce dernier est coupé de façon longitudinale et est vidé de son contenu. Il est trempé 
dans une solution de PBS IX froid afin de le rincer et coupé en deux sections inégales, 1 
cm de section distale et la section de tissu restante.
Afin de procéder à l’extraction des ARNs, la section de 1 cm de la partie distale du côlon 
est récoltée dans un tube de 2 ml. Ce tube est immédiatement immergé dans l’azote liquide 
afin de congeler le tissu instantanément. Suite à la récolte de tous les échantillons de côlon 
distal, les bouts de tissus sont décongelés un à un en y ajoutant 1 ml de solution de 
dénaturation ToTALLY RNA (Ambion, Life Technologies, Burlington, ON). Chaque bout 
de tissus est ensuite homogénéisé dans la solution grâce à l’utilisation d’une tige 
d’homogénéisation de type polytron. Lorsque le tissu est complètement broyé dans le tube, 
ce dernier est replongé dans l’azote liquide pour une congélation immédiate. Les 
homogénats sont ensuite divisés en deux moitiés de 500 pl, l’une est utilisée pour 
l’extraction des ARNs par la méthode phénol-chloroforme (voir la section Extraction des 
ARN totaux ci-bas) et l ’autre moitié est conservée à -80°C.
Afin de procéder à l ’extraction des protéines, la section du côlon restante est placée à plat 
sur une plaque de verre froide (couchée dans un bac de glace) avec la muqueuse face au 
plafond. À l’aide une lame de microscope givrée (Fisher Scientific, Ottawa, ON), 
l’extrémité proximale du tissu est maintenue fixée le plus près possible du bord. Puis, avec 
une lamelle en verre de 24 mm par 30 mm d’épaisseur no. 2, la surface du côlon est grattée 
afin de détacher un maximum de muqueuse sans peser trop fort afin de ne pas déchirer le 
tissu et de limiter la contamination des couches tissulaires plus profondes. Chaque 
échantillon est déposé dans un tube 2 ml, pesé en ayant préalablement soustrait le poids 
d’un tube vide et immergé immédiatement dans l’azote liquide. Les échantillons sont par la 
suite décongelés à tour de rôle dans une solution d’extraction protéique au Triton X-100 
(voir la section Extraction des protéines ci-bas pour la composition) à raison de 5 mL pour 
0,1 g de tissu. Le tout est homogénéisé grâce à une tige de type polytron et incubé avec 
agitation rotative pour 30 minutes à 4°C. Puis, les échantillons sont centrifugés pour 5 
minutes à 12 000 rpm et le surnageant transféré dans un nouveau tube et conservé à -80°C.
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3. Extraction des protéines
Les cellules contrôle et shCuxl ont été lavées au PBS IX froid puis grattées dans 500 pl de 
tampon d’extraction pour les multiblessures et 200 pl pour les blessures isolées en plaque 
de 6-puits. Le tampon d ’extraction des protéines totales à base de Triton a été utilisé avec 
des concentrations finales de Triton X-100 à 1%, Tris-HCl pH 7,5 à 50 mM, NaCl à 100 
mM, EDTA pH 8 à 5 mM, p-glycérophosphate à 40 mM, NaF à 50 mM, glycérol à 5%, 
orthovanadate à 400 pm, phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) à 7,5% (tous de Sigma 
Chemical Co., St Louis, MO) et le cocktail inhibiteur de protéase (PIC) à 10% (Roche 
Diagnostics, Laval, QC). Les cellules ont été incubées 30 minutes avec agitation à 4°C et 
centrifugées à 12 000 rpm pour 5 minutes. Le surnageant a été transféré dans un nouveau 
tube et conservé à -80°C.
3.1. Immunobuvardage de type Western
Les extraits de protéines totales ont été analysés par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) à une concentration de 4%-12% de Bris Tris 
(NuPAGE, Invitrogen, Life Technologies, Burlington, ON). Par la suite, les protéines ont 
été transférées sur une membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF) (Millipore, 
Billerica, MA) bloquée pendant 1 heure à la température de la pièce dans' une solution de 
5% lait en poudre écrémé-PBS-Tween 0,1% (anticorps Cuxl et P-actine) et 3% BSA-TBS- 
Tween 0,1% (anticorps cofiline et S6). Puis, les anticorps primaires suivants ont été incubés 
pendant tout la nuit à 4°C : anti-Cuxl (M222-X, #13024, 1 :3000) (SantaCruz 
Biôtechnology, Dallas, Texas), anti-P-actin (#MAB1501R, 1 :10 000) (Millipore, Billerica, 
MA) et anti-phospho-Ser3-Cofilin (#3313, 1:8000), anti cofilin (#5175, 1:8000), anti- 
phospho-Ser235/236-S6 ribosomal protein (#4858S, 1:5000) et anti-S6 ribosomal protein 
(#2217, 1:5000) de Cell Signaling (New England Biolabs, Whitby, ON). Tous ont été 
incubés avec l’anticorps secondaire anti-rabbit-HRP 1:10 000 sauf l’actine qui a été incubée 
avec l’anti-mouse-HRP 1:10 000, dilué dans la même solution que l’anticorps primaire
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respectif. Les deux anticorps secondaires proviennent de Cell Signaling (New England 
Biolabs, Whitby, ON). La révélation des signaux s’est fait selon les recommandations de la 
trousse ECL Prime Détection Reagent (Amersham, GE HealthCare, Baie D ’Urfé, QC) et la 
détection s’est faite sur les films autoradiographiques Amersham HyperFilm ECL 
(Amersham, GE HealthCare, Baie D’Urfé, QC).
4. Extraction des ARN totaux
Les ARN totaux des monocouches de cellules Contrôles et shCuxl multiblessées pour 12 h 
ont été extraits par méthode au phénol-chloroforme en suivant les recommandations du 
manufacturier (Ambion, Life Technologies, Burlington, ON). Les cellules ont été lavées au 
PBS IX froid et grattées dans 500 pl de solution de dénaturation ToTally RNA. Le 
protocole a été suivi à la lettre avec uhe incubation dans l’isopropanol pendant la nuit à 
-20°C et une incubation de 1 heure dans le LiCl à -20°C. Les ARNs ont été resuspendus 
dans 40 pl d’eau stérile exempte de RNases (Wisent, St-Bruno, QC) et conservés à -80°C.
4.1. PCR quantitatif
L’analyse de l’expression des ARNs messagers suite à la multiblessure s’est faite par 
méthode de PCR quantitatif en utilisant l’appareil LightCycler V2.0, le logiciel d’analyse 
LightCycler 4.0 (Roche Diagnostics, Laval, QC) et le Laboratoire de Génomique 
Fonctionnelle de l’Université de Sherbrooke (LGFUS). La moitié des ARNs totaux ont été 
traités à la DNase I (Ambion, Life Technologies, Burlington, ON) à une concentration de 1 
U/tube en présence du tampon fourni à une concentration finale de IX. Les échantillons ont 
été incubés 30 minutes à 37°C et la réaction a été arrêtée avec l’ajout de 5 mM EDTA puis 
chauffé à 75°C pour 10 minutes. Le dosage des ARNs s’est fait par l’utilisation du 
Nanodrop. 2 pg d’ARNs totaux ont été dilués dans 10 pl total avec de l’eau stérile exempte 
de RNases (Wisent, St-Bruno, QC), chauffés à 70°C pendant 5 minutes et rapidement 
incubés sur glace pendant 5 minutes. La réaction de transcription inverse (RT) s’est 
effectuée par l’ajout de 4 pl de tampon AMV-RT 5X, 0,7 pl d’eau stérile sans RNase,
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0,8 pl de nucléotides (dNTPs 25 mM) (Fermentas, ThermoScientific, Pittsburgh, PA), 
2,4 pl de polydT (Integrated DNA Technologies (IDT), Toronto, ON), 0,6 pl d ’inhibiteurs 
de RNase et 1,5 pl d ’enzyme AMV-RT (30 U) (New England Biolabs,Whitby, ON) . Le 
tout a été incubé à 42°C pendant 1 heure et inactivé à 95°C pendant 5 minutes. Les résultats 
préliminaires de quantification du messager de la cofiline en absence de Cuxl ont été 
obtenus par la technologie de Roche, en ajoutant 10 pl de SyBR Green Quantitech (Qiagen, 
Toronto, ON), 1 pl de chaque oligonucléotide (Tableau 1) (Integrated DNA Technologies 
(IDT), Toronto, ON), 6 pl d ’eau stérile (Wisent, St-Bruno, QC) et 2 pl d’échantillon de RT 
dilué 1:10 (Tableau 2). Afin de valider les résultats de la micropuce sur les cellules et dans 
les souris, le service de PCR quantitatif du LGFUS a été utilisé. Les échantillons ont été 
comparés à trois gènes de référence afin d’assurer la qualité des RT et les résultats calculés 
par rapport à ces derniers. Les séquences d’oligonucléotides ont été élaborées et vérifiées 
par le LGFUS en fonction de leur équipement afin d’obtenir une efficacité le plus près de 
100% (Tableau 1).
4.2. Analyse d ’expression de gènes par micropuces
L’autre moitié des ARNs totaux issus de monocouches multiblessées n’a pas été traitée à la 
DNase I et a été envoyée au Centre d’innovation Génome Québec pour une analyse par 
micropuce à ADN. La technologie de sonde Affymetrix GeneChip® Rat Gene 1.0 ST 
arrays a été utilisée, car cette technologie permet de cibler tous les exons des gènes, 
augmentant donc la couverture du génome et la détection de toutes les modulations de 
gènes. Afin de vérifier les changements d’expression statistiquement significatif, le logiciel 
FlexArray (Génome Québec, Montréal, QC) a été utilisé pour normaliser et compiler les 
résultats (APT analysis) et calculer l ’intensité du signal (valeur-p < 0,05; Test t-Student). 
Les résultats ont été analysés et classifiés en utilisaant le logiciel Database for Annotation, 
Visualization and Integrated Discovery (DAVID 6.7). Ce logiciel permet de
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Tableau 1. Liste des séquences d’oligonucléotides utilisées pour détecter les divers 
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Tableau 2. Nombre de cycles, temps des étapes et températures utilisés lors de la 








générer des classifications de gènes selon les fonctions biologiques et/ou les maladies 
associées.
4.3. Analyse d ’expression de gènes par séquençage des ARNs
Suite à l’extraction des ARNs d’une section de 1 cm du côlon distal des souris contrôles et
*FD'*HDC u x l1 * traitées au DSS pour 24 h, la moitié non digérée à la DNase 1 a été utilisée. 
20 pl d’ARNs pour chacun des échantillons ont été envoyés congelés sur glace sèche afin 
de préserver la qualité des ARNs. Les analyses de qualité et d ’expression de gènes ont été 
effectuées au Centre Génome Québec. Les ARNm ont été séquencés par l’appareillage 
Illumina HiSeq 2000 utilisant une stratégie Paired-Ends offrant une lecture sur des 
segments de 100 bases. L’analyse des échantillons s’est effectuée à raison de 3 par ligne de 
séquençage suivi des analyses bioinformatiques et statistiques subséquentes au Centre 
d ’innovation Génome Québec. Un rapport d’analyse a été soumis afin de rendre accessible 
les données analysées.
4.4. Immunoprécipitation de la chromatine
Deux boîtes de Pétri confluentes de cellules contrôles ont été grattées dans 500 pl de PBS 
IX froid et centrifugées à 1500 rpm pour 5 minutes. Les cellules ont ensuite été lysées afin 
de ne conserver que le contenu nucléaire en utilisant le kit EZ-MagnaChIP A kit (Millipore, 
Billerica, MA) et en suivant les recommandations du fabricant. Les immunoprécipitations 
ont été effectuées en utilisant un contrôle négatif contenant seulement les billes (sans 
anticorps), un contrôle positif a été effectué en utilisant 2 pg d ’anticorps anti-RNA 
polymerase II inclus dans le kit et 2 pg d’anticorps anti-Cuxl M222-X (Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, TX) afin de déterminer les promoteurs cibles de Cuxl. La 
chromatine immunoprécipitée et purifiée a ensuite été analysée par PCR quantitatif et le 
logiciel de type LightCycler (Roche Aplied Science, Laval, QC). Les séquences 
d’oligonucléotides utilisées sont présentées dans le Tableau 1. Les taux d’enrichissement
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des trois promoteurs ont été calculés en comparant les données de qPCR des Inputs par 
rapport à celles du contrôle négatif et à celles des gènes cibles de Cux 1.
4.5. Quantification et analyses statistiques
Les analyses statistiques des données ont été effectuées par des tests r-Student non pairés 
avec l’outil d’analyse du logiciel GraphPad Prism 4. Les données étaient considérées 
significativement différentes à l’atteinte d ’une valeur de P < 0,05.
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R é s u l t a t s
1. Caractérisation et quantification de la réponse migratoire des cellules épithéliales 
intestinales IEC6 exprimant ou non Cuxl lors d’essais de blessures sur monocouches.
Afin de valider l’implication de Cuxl dans la régénération épithéliale intestinale en 
contexte inflammatoire, nous avons diminué son expression dans les cellules et étudié 
principalement le processus de migration cellulaire. Les cellules épithéliales intestinales 
IEC6, provenant de la crypte de rat, ont été utilisées afin d’y introduire un shARN ciblant la 
partie proximale du transcrit de Cuxl correspondant à la région N-terminale de la protéine. 
Des extraits protéiques ont été analysés par immunobuvardage de type Western. Dans les 
cellules shCuxl, une diminution du niveau d’expression protéique est observée par rapport 
à celui observé dans les cellules ayant intégré un shContrôle. Par quantification 
densitométrique des immunobuvardages, on observe que cette diminution d’expression est 
d ’environ 80% en présence du shARN en comparaison au contrôle (Figure 8A). De plus, 
des photographies prises en microscopie à contraste de phase à sous-confluence et à 
confluence révèlent que la diminution de Cuxl n’entraîne aucun changement 
morphologique des populations de cellules (Figure 8B).
Dans le but d’étudier les effets de Cuxl essentiellement sur la réponse migratoire des 
cellules IEC6, j ’ai mis au point divers essais de blessures sur monocouches cellulaires sous 
condition de culture spécifique. Suivant l ’application d’une blessure sur les monocouches, 
les cellules ont été cultivées en présence d’une quantité minimale de sérum fœtal bovin et 
en présence ou absence de TGFp. Afin de quantifier la diminution de la prolifération dans 
ces conditions de culture, les cellules prolifératives ont été dénombrées par essai 
d’incorporation du BrdU suivi d’une immunofluorescence. En présence de TGFp, on 
observe une diminution accrue du nombre de cellules prolifératives en comparaison avec la 
condition sans TGFP et ce, autant dans la population cellulaire contrôle que shCuxl 












Figure 8. L’absence du facteur de transcription Cuxl n’entraîne pas de modification 
morphologique des cellules épithéliales intestinales IEC6.
Des cellules épithéliales intestinales de rat EEC6 ont été infectées avec des constructions 
rétro virales contenant un shARN dirigé contre Cuxl ou un shContrôle. A . Les populations 
cellulaires ont été cultivées avec du milieu de culture DMEM 5% sérum et les protéines 
totales ont été extraites et analysées par immunobuvardage de type Western. Une 
diminution significative de l’expression protéique de Cuxl est observée selon la 
quantification densitométrique. B. Des photographies des cellules ont été prises à sous- 
confluence et à confluence afin de démontrer l’absence de changement morphologique des 
populations Contrôle et shCuxl en comparaison aux cellules IEC6 de type sauvage. N=3,
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■ I shCuxl
+  5ng/ml TGFb
+  0,5% Sérum foetal
bovin
Essais de blessures sur monocouche de cellules
Front de migration photographié
Quantification de.la réponse migratoire Analyse des modulations des cibles
Figure 9. Conditions de culture cellulaire optimisées pour la caractérisation du 
processus de migration des cellules épithéliales intestinales.
Les cellules Contrôles et shCuxl ont été cultivées en présence de 0,5% sérum et en 
présence ou non de TGFp à une concentration de 5 ng/ml, pendant 24 h. Après 
l’incorporation du BrdU pendant 1 heure, une immunofluorescence contre le BrdU a été 
effectuée. A. En présence de TGFP, le nombre de cellules prolifératives diminue dans les 
deux populations cellulaires en comparaison à la condition de culture sans TGFp. Ces 
conditions de culture, soit sérum minimal et TGFP, ont été utilisées afin d’étudier la 
migration cellulaire. B. Des essais de blessures sur monocouches ont été optimisés afin de 
quantifier la réponse migratoire et d’analyser les modulations protéiques et génomiques. 
N=3, **= p < 0,01, ns= non significatif.
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la réponse migratoire en contexte de blessures sur monocouche. Deux types de blessures 
ont été optimisés dans ces conditions, soient les blessures isolées et les multiblessures 
(Figure 9B). Les blessures isolées appliquées avec différentes méthodes de grattage (lame 
de rasoir, pointe de 200 pl ou grattoir en caoutchouc) permettent de quantifier la réponse 
migratoire en calculant le pourcentage de refermeture de la plaie à partir de photographies 
du front de migration à divers temps. Les multiblessures permettent d’augmenter le ratio du 
nombre de cellules en migration sur le nombre de cellules totales récoltées à divers temps 
afin d’identifier les possibles modulations protéiques et transcriptionnelles.
Afin de quantifier cette réponse migratoire, des blessures isolées ont été appliquées à l ’aide 
d’une lame de rasoir sur des monocouches de cellules IEC6 contrôles et shCuxl selon une 
cinétique de temps (Figure 10A). Le pourcentage de refermeture de la blessure a été calculé 
à partir du front de cellules suite à la migration par rapport au front initial des cellules au 
temps zéro. En représentation graphique, on observe une diminution de la réponse 
migratoire des cellules IEC6 en absence de Cuxl en comparaison aux cellules exprimant 
Cuxl (Figure 10B). Connaissant les propriétés pro-migratoires du TGFp (Boland et al., 
1996), une concentration plus élevée (10 ng/mL) a été utilisée en parallèle afin de s’assurer 
que cette cytokine n’interférait pas dans l’essai de migration. En suivant le même type 
d’essai de blessure et de quantification, aucune différence sur le pourcentage de fermeture 
de la blessure n’est observée en comparaison avec une concentration de 5 ng/mL de TGFP 
dans les deux populations cellulaires (Figure 10B).
2. L’absence de Cuxl entraîne des modulations de cibles protéiques impliquées dans la 
migration et le remaniement du cytosquelette d’actine via la voie de signalisation de la 
protéine GTPase Racl.
Afin de comprendre l’origine du défaut dans la réponse migratoire en absence de Cuxl, 
l’état d’organisation du cytosquelette d’actine dans les cellules a été vérifié. La présence de 
structures comme les fibres de stress, les filopodes et les lamellipodes permettent à la 









Figure 10. L’absence du facteur de transcription Cuxl entraîne des défauts dans la 
réponse migratoire des cellules épithéliales intestinales suite à l’induction d’une 
blessure.
Une blessure isolée a été appliquée à l ’aide d’une lame de rasoir sur une monocouche de 
cellules contrôles et shCuxl afin de laisser migrer les cellules en bordure de la blessure. A. 
Des photographies du front de migration ont été prises après 0 h (front initial représenté par 
la ligne noire), 24 h, 48 h et 72 h. Le pourcentage de refermeture de la blessure a été calculé 
en comparant le front de cellules aux divers temps à celui au temps 0 h. B. Deux 
concentrations de TGFp ont été utilisées pour calculer le pourcentage de fermeture illustré 
ici après 72 h. N=3, ***= p < 0,001.
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l’induction d’une blessure suivie d’une immunofluorescence via la phalloïdine couplée à la 
rhodamine, l’organisation des filaments d’actine dans les populations cellulaires a été 
vérifiée (Figure 11 A). Une diminution du nombre de lamellipodes sur les cellules au front 
de migration a été observée en absence de Cuxl par rapport au contrôle (Figure 11B). Cette 
diminution du nombre de lamellipodes corrèle avec la diminution de la réponse migratoire.
Afin de mieux comprendre le mécanisme associé à la faible formation de structures 
migratoires, les voies de signalisation classiques impliquées dans la migration cellulaire ont 
été investiguées. La formation des structures migratoires d’actine est dépendante de 
l’activation des protéines GTPases de la sous-famille Rho, notamment Racl pour la 
formation des lamellipodes (Nobes et Hall, 1995). Une analyse des modulations protéiques 
de cette voie a donc été réalisée afin de mieux comprendre l’implication de Cuxl dans la 
réponse migratoire cellulaire. Un essai de multiblessures a donc été utilisé afin de récolter 
les protéines totales selon une cinétique de temps pour analyser les protéines terminales de 
la voie Racl. Suite à l’analyse par immunobuvardage de type Western, une augmentation 
significative de la phosphorylation de Smad2/3 a été observée dans les échantillons traités 
au TGFP, autant chez les cellules contrôles que chez les cellules shCuxl (Figure 12A). Ce 
niveau de phosphorylation plus élevé témoigne de l’activation de la voie canonique et de la 
fonctionnalité de la cytokine supplémentée. Toutefois, la perte de Cuxl conjointement à 
l’application d’un stress via une blessure entraîne une augmentation spontanée des niveaux 
de phosphorylation de Smad2/3, sans même l ’ajout de la cytokine. En supplémentant avec 
le TGFP, une potentialisation de cette augmentation de phosphorylation sur ces Smads 
effecteurs survient dans le contexte de multiblessures en absence de Cux 1.
Puis, 12 h suivant l’application de la multiblessure, une augmentation du niveau de 
phosphorylation sur la sérine 3 de la cofiline a été observée en absence de Cuxl, et ce de 
façon indépendante au traitement avec le TGFP (Figure 12A). Il est à noter que 
l’application d’une blessure réduit les niveaux de cofiline totale. Cette phosphorylation sur 
sérine 3 mène à l’inhibition de l’activité de la cofiline sur les filaments d’actine, notamment 
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□  Contrôle 
■  shCuxl
Figure 11. L’absence de Cuxl entraîne des défauts de réorganisation du cytosquelette 
d’actine et restreint la formation de lamellipodes.
Une blessure isolée a été appliquée à l’aide d’une pointe 200 pl sur une monocouche de 
cellules contrôle et shCuxl pour 12 h. A. Immunofluorescence via la phalloïdine couplée à 
la rhodamine pour visualiser les filaments d’actine à divers grossissements. B. Le ratio du 
nombre de lamellipodes dirigés vers la plaie sur le nombre de cellules au front de migration 
a été calculé pour quantifier ce défaut d’organisation des filaments d’actine. Cellules 
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Figure 12. L’absence de Cuxl entraîne des modifications post-traductionnelles de 
protéines impliquées dans la voie de signalisation Racl en contexte de restitution 
épithéliale intestinale in cellulo.
Des multiblessures ont été effectuées sur monocouche de cellules contrôles et shCuxl à 
l’aide d’un grattoir en caoutchouc et les cellules ont migrées pendant 12 h et 24 h. Les 
protéines totales ont été analysées par immunobuvardage de type Western (A) ainsi que par 
quantification densitométrique, en comparaison au contrôle actine (B ). Une même 
tendance a été observée après des traitements de 24 h (non-montrés). N=3, *= p < 0,05, **=
p < 0 , 0 1 ,  * * * = p <  0 ,0 0 1 .
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de phosphorylation sur les sérines 235 et 236 de la protéine ribosomale S6 a été observée 
dans les cellules shCuxl en comparaison aux cellules contrôles, toujours de façon 
indépendante au traitement avec le TGFp. Par ailleurs, cette diminution de phosphorylation 
semble être liée à la perte de Cuxl, étant donné qu’elle survient avant même l’application 
de la blessure au temps 0 h (Figure 12B).
Comme nous avons montré que le facteur de transcription Cuxl est impliqué dans le 
processus de migration cellulaire lors d’essais de blessure sur plastique, nous avons étudié 
si Cuxl était impliqué dans le processus de régénération épithéliale in vivo. Pour ce faire, 
nous avons vérifié les modulations protéiques observées in cellulo chez les souris contrôles 
et mutantes pour Cuxl lors de traitements inflammatoires. Suite à l ’induction d’une colite 
chimique au DSS pour 1 et 3 jours, temps auxquels la muqueuse est majoritairement intacte 
malgré l’effet abrasif du DSS, les protéines totales d’un enrichissement de la muqueuse ont 
été récoltées et analysées par immunobuvardage de type Western (Figure 13A). Tout 
comme dans les cellules IEC6, une augmentation de la phosphorylation sur la sérine 3 de la 
cofiline ainsi qu’une diminution de phosphorylation sur les sérines 235 et 236 de la 
protéine ribosomale S6 ont aussi été observées chez les souris mutantes traitées au DSS en 
comparaison aux contrôles aussi traitées au DSS (Figure 13B). Ces résultats en contexte 
inflammatoire in vivo concordent donc avec ceux observés en essais de multiblessure sur 
cellules, suggérant que Cuxl module la voie de signalisation Racl en contexte de 
régénération épithéliale intestinale.
3. Le facteur de transcription Cuxl semble cibler directement des gènes impliqués dans 
la voie de signalisation de la GTPase Racl en contexte de restitution.
Comme l’absence de Cuxl résulte en des modulations de modifications post- 
traductionnelles sur certaines protéines de la voie Racl en contexte de migration, nous 
avons voulu vérifier l’effet de l ’absence de Cuxl sur l’expression des ARNs des gènes 
faisant partie de cette voie. J ’ai donc étudié si Cuxl pouvait cibler directement le gène de la 
cofiline, une des protéines modulées par la voie Racl. Par essai de multiblessure selon une
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Sans DSS 1 Jour 2.5XDSS 3 Jours 2.SKDSS
Contrôla Cuxl ûHO/AHD Contrôle Cuxl php/php Contrôle Cuxl AHD/AHO
B
□  C ontrôle 
■  C u x l AHD/AHO
Sans DSS 3 Jours 2.5XDSS Sans DSS 3 Jours 2,5%DSS
Figure 13. L’absence de Cuxl entraîne des modifications post-traductionnelles de 
protéines impliquées dans la voie de signalisation Racl en contexte de colite chimique 
induite au DSS in vivo.
Des souris contrôles et mutantes pour Cuxl ont été traitées au DSS 2,5% pendant 3 jours. 
Au sacrifice, les protéines totales d’un enrichissement de la muqueuse ont été extraites et 
analysées par immunobuvardage de type Western (A) ainsi que par quantification 
densitométrique (B ). N=3, *= p < 0,05, **= p < 0,01.
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cinétique de temps, les ARN totaux ont été récoltés et analysés par PCR quantitatif. Suite à 
l’induction d’une multiblessure de 12 h, il ne semblait pas y avoir de modulation du gène 
de la cofiline chez les cellules shCuxl en comparaison aux cellules contrôles tel qu’observé 
par un essai préliminaire (Figure 14). La modulation de l ’expression des gènes en amont et 
en aval de Racl a par la suite été investiguée en utilisant des micropuces à ADN. Pour ces 
analyses d’expression de gènes, des essais de multiblessure ont été effectués afin de récolter 
les ARNs totaux après 12 h de migration. Les échantillons d’ARN ont été envoyés au 
Centre d’innovation Génome Québec afin d’effectuer l’analyse par micropuce. Les résultats 
ont été analysés via les logiciels bioinformatiques FlexArray et DAVID. Le logiciel 
FlexArray permet de normaliser les résultats en utilisant un outil spécifique (Affymetrix 
Power Tool (APT)) permettant ainsi de discriminer les modulations significatives selon une 
valeur-p inférieure ou égale à 0,05. Le logiciel DAVID permet de classifier les différents 
gènes modulés selon leurs voies de signalisation et leurs fonctions biologiques afin de faire 
ressortir un processus biologique modulé, par exemple, par l’absence d’un facteur de 
transcription. La classification des gènes en diagramme en pointe de tarte a permis 
d’observer que la majorité des gènes modulés par la perte de Cuxl sont impliqués dans le 
remaniement du cytosquelette d’actine, l’adhésion et les interactions extracellulaires 
(Figure 15). Ces trois processus biologiques sont impliqués dans la régénération épithéliale 
intestinale. Par la suite, une analyse restrictive des gènes impliqués dans ces trois processus 
cellulaires a été effectuée afin de déterminer les meilleures cibles potentielles de Cuxl 
pertinentes au contexte de régénération épithéliale et de migration. La présence de sites de 
liaison à l’ADN pour Cuxl sur les promoteurs des différents gènes cibles a été d’abord 
vérifiée. Puis, j ’ai vérifié s’il existait des liens dans la littérature entre la migration 
cellulaire et ces gènes cibles. Finalement, j ’ai analysé les séquences promotrices des gènes 
pour vérifier la présence de motifs répétés qui pourraient être associés à des sites de liaison 
de facteur de transcription récurrents en bordure des sites Cuxl. Cette dernière analyse a 
révélé que les sites Cuxl ne sont encadrés ni par des motifs répétés, ni pas des sites 
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Figure 14. Le facteur de transcription Cuxl ne semble pas contrôler 
transcriptionnellement l’expression de la cofiline en contexte de restitution épithéliale 
intestinale in cellulo.
Des multiblessures ont été effectuées sur monocouche de cellules IEC6 contrôles et shCuxl 
à l’aide d’un grattoir en caoutchouc et les cellules ont migré pendant 12 h. Les ARNs 
totaux des extraits en présence de TGFp ont été analysés par PCR quantitatif pour 
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Figure 15. Le facteur de transcription Cuxl module des gènes impliqués dans des 
fonctions biologiques de restitution épithéliale intestinale en contexte de multiblessure 
in cellulo.
Des multiblessures ont été effectuées sur monocouche de cellules contrôles et shCuxl à 
l’aide d’un grattoir en caoutchouc et les cellules ont migré pendant 12 h. Les ARNs totaux 
des extraits en présence de TGFp ont été analysés par micropuce à ADN. Les gènes 
modulés ont été quantifiés, classifiés et analysés par logiciels bioinformatiques.
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Tableau 3. Liste des gènes modulés par Cuxl en contexte de restitution et impliqués 
dans l’adhésion cellulaire, les interactions extracellulaires et le remaniement du 
cytosquelette.
Publication R S Sigle Nom du gène Modulation Valeur-P
- 3 7 Adcy3 Aderryiate cyciase3 1.36 3.4 E-02
1 9 8 Arrbl Arrestin b e ta l 0.75 3.2 E-03
- 1 1 Blfc3 Bacutoviral IAP rep©at-containlng3 0.71 1.1E-04
9 - 1 C avl Caveolinl 0.83 6.2E-03
2 - 4 Cav2 Caveo#n2 0.72 2.4E-02
1 1 - Ccl2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 0.62 3.1 E-02
- - - Cdc42ep3 Ce* dMson cycle42 effector protein (Ftho GTF’ase blndtng) 3 1.33 8.9 E-03
2 1 13 Col3al Collagen type3, a lp h a  1 1.55 8.2 E-03
2 3 1 Cx3cll Chemokine (C-X3-C motif) Ugand 1 0.57 3.7 E-02
- 2 4 CxcIlO Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 0.53 3.9 E-04
7 - 1 Cxcll4 Chemokine (C-X-C motif) ligand 14 1.28 3.0 E-02
7 9 11 Fgfrl Fibroblast growth facto r recep to rl 0.74 6.3 E-03
3 6 7 Fgfr2 Fibroblast growth factor receptor2 0.52 5.83E-05
3 4 5 Fgfr3 Fibroblast growth facto r receptor3 0,75 2.8 E-02
9 3 11 Hgal Integrln aiphal 0.72 2.0 E-02




7 MyhlO Myoskv heavy chalnlO. non-muscle 0.80 4.7 E-02
- 3 1 Nfkbia Nuclear facto r of k a p p a  light po lypeptide  g e n e  e n h an cer in B-cell inhibitor, a lpha 0.70 4.4 E-02
12 5 7 Prtcca Protein Kinase C. alpha 1.23 2.4 E-02
1 2 - Rasgrp2 RASguanyl releasing protein2 0.70 2.8 E-02
2 7 11 Shc4 SHC (Src homo)ogy2 domain contalnlng) famity, member4 1.41 4.4 E-04
4 9 5 Sosl Son of sevenless hom ologl 0.81 4.2E-02
1 2 9 Thbf2 Thrombospondln2 1.68 5.7 E-04
- 2 3 Tmsb4x Thymosin b e ta4 , X-linked 1.40 3.0 E-02
3 - - Vavl Vavl guanine nucleottde exchange factor 1.40 3.2 E-02
4 8 2 Vav2 Vav2 guanine nucleo tide  ex ch a n g e  factor 0.76 3.3 E-02
1 3 4 Vegfc Vascular endotheüal growth factor C 0.76 4.5 E-04
— = Absence de résultats
R = nombre de sites Cuxl sur les promoteurs chez le rat 
S = nombre de sites Cuxl sur les promoteurs chez la souris 
En gras = les neufs cibles pertinentes à la migration
Publication = Nombre de publication du gène en lien avec la migration/restitution
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sélection stricte, l’expression de neuf cibles pertinentes à la migration cellulaire a été 
analysée suite à un essai de multiblessure, par PCR quantitatif via le Laboratoire de 
génomique fonctionnelle de l’université de Sherbrooke (LGFUS). Alors qu’une modulation 
significative est observée pour les gènes Vav2, Thbs2 ainsi que Sosl, les gènes FgfRl, 
FgfR2 et Shc4 démontrent une tendance non significative, car un extrait d’ARN diverge 
des autres lors de l’analyse statistique (Figure 16). Ces six gènes cibles ont ensuite été 
étudiés dans un contexte inflammatoire in vivo afin de valider leur pertinence en contexte 
de régénération épithéliale. Des souris contrôles et mutantes pour Cux 1 ont été traitées avec 
le DSS pour induire chimiquement une réponse inflammatoire de type colite pendant 
1 jour. Afin de s’assurer que le traitement d’une journée était suffisant, le niveau 
d’expression du gène CxCll a été analysé par PCR quantitatif, sachant que le niveau 
d’expression de cette cytokine est augmenté chez les souris mutantes pour Cuxl lors d ’un 
stress inflammatoire (Darsigny et al., 2010). Le traitement 2,5% DSS pour 1 jour augmente 
significativement le niveau de transcrit de CxCll dans les deux cohortes d’animaux, 
témoignant d’une activation d’une réponse inflammatoire chez les deux groupes 
d’animaux. Lorsque cette activation de CxCll est normalisée par rapport aux souris 
contrôles traitées au DSS (Figure 17A), cette induction de la chimiokine CxCll est plus 
élevée chez les souris mutantes pour Cuxl traitées au DSS. Dans ces mêmes échantillons 
d’ARN, le transcrit du gène Vavl est le plus modulé. De plus, les transcrits des gènes Shc4 
et FgfR2 sont modulés significativement dans le contexte inflammatoire in vivo 
(Figure 17B). Les promoteurs de ces gènes ont ensuite été analysés pour identifier les 
divers sites de liaison de Cuxl afin de procéder à une immunoprécipitation de la 
chromatine (Figure 18A). L ’enrichissement de ces sites sur les trois promoteurs a été 
calculé via la comparaison des données de qPCR des sites des gènes cibles au contrôle 
négatif (billes seules) et à l ’input. Nos résultats préliminaires suggèrent que Cuxl se lierait 
directement aux régions régulatrices des gènes Vav2 (2 sites), Shc4 et FgfRl, tous 
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Figure 16. Validation de la modulation des gènes impliqués dans la migration 
cellulaire dans un contexte de restitution épithéliale intestinale lors d’une blessure in 
cellulo.
Des multiblessures ont été effectuées sur monocouches de cellules contrôles et shCuxl à 
l’aide d’un grattoir en caoutchouc et les cellules ont migré pendant 12 h en présence de 
TGFp. Les ARNs totaux ont été extraits et analysés par PCR quantitatif pour les six cibles 
potentielles de Cuxl ayant un lien avec la migration. Les gènes Pum l, R pll9 et Tubb5 ont 
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Figure 17. Validation de la modulation des gènes impliqués dans la migration 
cellulaire dans un contexte de colite chimique induite au DSS in vivo.
Des souris contrôles et mutantes pour Cuxl ont été traitées au DSS 2,5% pendant 1 jour. 
Au sacrifice, les ARNs totaux d’un segment de côlon ont été extraits et analysés par PCR 
quantitatif. A. Expression relative de Cxcll comme contrôle de l’efficacité du traitement. 
Normalisation des résultats par rapport aux souris contrôle traitées au DSS B. Expression 
relative des transcrits FgfR2, Shc4, Vav2, Thbs2, Sosl et FgfRl. Les gènes Pum l, Hmbs et 
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Figure 18. Le facteur de transcription Cuxl semble cibler directement les promoteurs 
des trois gènes impliqués dans la restitution épithéliale intestinale.
A. Schéma qui représente la position des sites Cuxl sur les promoteurs de rat des gènes 
Vav2, Shc4 et FgfR2. B. La validation de la liaison directe de Cuxl sur les différents 
promoteurs a été effectuée par immunoprécipitation de la chromatine, à partir d’extraits de 
cellules contrôles. Les fragments génomiques ont été analysés par PCR quantitatif. 
L’enrichissement des sites Cuxl sur les promoteurs des gènes cibles à été calculé par 
rapport au contrôle négatif (billes seules) et à l’input.
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4. Une inhibition de la voie de signalisation RhoA via la Rho kinase (ROCK) permet une 
récupération partielle du phénotype migratoire des cellules n’exprimant pas Cuxl.
Observant que l’absence de Cuxl augmente le niveau de phosphorylation inhibitrice sur la 
sérine 3 de la cofiline, nous avons voulu déterminer si un blocage de cette phosphorylation 
pouvait rétablir une réponse migratoire adéquate. Sachant que la cofiline peut être 
phosphorylée sur sérine 3 autant par la voie Racl que la voie RhoA (Danen et al., 2005), 
nous avons choisi de cibler la voie RhoA via un inhibiteur spécifique de la Rho kinase 
(Y27632). En bloquant la phosphorylation de ROCK, on limite ultimement la 
phosphorylation de la cofiline sur la sérine 3, ce qui permet son activité. Des essais de 
blessures isolées ont été effectués à raison de trois blessures par puits de 35 mm de 
diamètre et analyse des protéines totales par immunobuvardage de type Western.
Le niveau de phosphorylation de la cofiline dans les cellules shCuxl ne semble pas 
diminuer autant que dans les cellules contrôles en présence de l’inhibiteur Y27632 
(Figure 19A). Afin de vérifier l’effet du blocage de la phosphorylation de la cofiline sur la 
restitution des blessures, le pourcentage de refermeture de la blessure a été calculé suite à 
l’essai de blessure isolée. Après 24 h de migration, la refermeture de la blessure est toujours 
diminuée en absence de Cuxl sans l’inhibiteur, donc lorsque la cofiline est inhibée par 
phosphorylation (Figure 19B). Étonnamment, en présence de l’inhibiteur de ROCK, le 
pourcentage de fermeture de la blessure en absence de Cuxl augmente pour atteindre un 
niveau de restitution comparable à celui des cellules contrôles (Figure 19B). Afin de 
visualiser l’effet de l’inhibiteur Y27632 sur l’organisation du cytosquelette d’actine, des 
immunofluorescences utilisant la phalloïdine couplée à la rhodamine ont été effectuées sur 
des blessures suite à 12h de migration. En microscopie, autant chez les cellules contrôle 
que shCuxl, certaines cellules démontrent un phénotype en étoile comme si le 
cytosquelette se réorganisait beaucoup trop et dans tous les sens (Figure 19C). Certaines 
cellules ont tendance à se détacher des autres et de la monocouche pour migrer en solitaire. 
De plus, en observant l’allure des blessures au-delà du front de migration, on observe la 
présence de trous dans la monocouche des cellules. Ces observations suggèrent que les
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Figure 19. L’inhibition de la phosphorylation de la cofiline permet une récupération 
partielle du processus de migration en contexte de restitution d’une blessure in cellulo.
Sur une monocouche de cellules contrôles et shCuxl, des blessures isolées faites à l ’aide 
d’une pointe 200 pi ont été traitées avec l’inhibiteur spécifique de ROCK Y27632 pour 
12 h. A. Les protéines totales ont été extraites et analysées par immunobuvardage de type 
Western et quantification densitométrique. B. Le pourcentage de refermeture de la blessure 
à été calculé 12 h suivant l’application de la blessure. C. Une immunofluorescence via la 




cellules migrent plus efficacement dans la blessure, mais qu’un flot de nouvelles cellules 
serait nécessaire pour refermer complètement la plaie sur plastique.
5. Le facteur de transcription Cuxl semble moduler des gènes impliqués dans la 
régénération épithéliale intestinale en contexte inflammatoire.
Nous nous sommes finalement demandé si ia perte de Cuxl en contexte inflammatoire in 
vivo pouvait amener la modulation de diverses cibles lors du processus de régénération 
épithéliale intestinale. Afin de découvrir de nouveaux gènes modulés en absence de Cuxl, 
des animaux contrôles et mutants pour Cuxl ont été traités au DSS pour induire une colite 
chimique durant 1 jour et les ARNs totaux d’un segment de côlon ont été extraits. Ces 
échantillons ont été soumis à une analyse par séquençage des ARNs au Centre d’innovation 
Génome Québec. Cette analyse consiste à convertir les fragments d ’ARN totaux en ADN 
complémentaire en ajoutant un adapteur aux deux bouts du fragment. Cet adapteur est une 
étiquette unique à chaque condition afin de pouvoir mettre en commun des échantillons 
dans la ligne de séquençage. Ces données sont ensuite séquencées et comparées à une 
librairie contenant toutes les séquences du génome afin de pouvoir quantifier le nombre de 
lecture d ’un transcrit, et ainsi déterminer les modulations d’expression des gènes 
(Mortazavi et al., 2008). Dans notre cas, 2 lignes de séquençage ont été utilisées avec 
chacune 3 échantillons à séquencer. Malheureusement, l ’analyse bioinformatique des 
échantillons a révélé qu’un échantillon contrôle divergeait des deux autres et que ceci 
pouvait affecter les analyses statistiques subséquentes. La représentation des gènes modulés 
par l’absence de Cuxl en contexte de régénération épithéliale a permis d’identifier près 
d’une soixantaine de gènes modulés (Tableau 4). Ces résultats ont été classifiés via le 
logiciel DAVID afin de faire ressortir les fonctions biologiques modulées suite à 
l’induction d’une colite chimique de 24 h chez les animaux mutants pour Cuxl. La 
représentation des résultats en diagramme a permis d’observer une modulation des gènes 
impliqués dans l’organisation membranaire, les interactions extracellulaires et la réponse à 
une blessure (Figure 20).
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Tableau 4. Liste des gènes modulés par Cuxl en contexte de réponse inflammatoire 
colique induite au DSS in vivo.
Sigle Nom du gène
l tmmam
Zan zonadhesin
Guca2a Guanylate cyclase activator 2A
Ï Ï B S S
Aqp4 Aquaporin 4
Ai
LamC3 Laminin subunit gamma 3












Emid 1 EMI domain containing
Slc9a3 ^








Uts2d urotensin 2 domain containing
§m§Êî.
mÊÈÊ a asatafe
Tpsb2 tryptase beta 2
H2-Ebl H-2 class II histocompatibility antigen, I-E beta cham













Slc9a3 Sodium-hydrogen antiporter 3 
^ n !)s2 " * Nitric oxyde synthas^ 2 
Neurl3 neuralized homolog 3 -2.4
Duoxa2 dual oxidase maturation factor 2 ”* -2.8
Aes amino-terminal enhancer of split -3.1
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Tableau 4. Liste des gènes modulés par Cuxl en contexte de réponse inflammatoire 
colique induite au DSS in vivo (suite).
Sigle Nom du gène
mm-
Modulation
Atp2al ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, fast twitch 1 -5.8
RplpO ribosomal protein, large, PO




Car3 carbonic anhydrase III, muscle spécifie
dBmügmSru ■ y-. ■
Ppplrlb  protein phosphatase 1, regulatory subunit 1B 
Gw55 "rtJHhhifc « e é È M & m W  '
Guca2a Guanylate cyclase activator 2A
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Figure 20. En absence de Cuxl, les gènes modulés lors de l’induction d’une colite 
chimique au DSS sont notamment impliqués dans des fonctions biologiques de 
régénération épithéliale intestinale.
Des souris contrôles et mutantes pour Cuxl ont été traitées au DSS 2,5% pendant 1 jour. 
Au sacrifice, les ARNs totaux d’un segment de côlon ont été extraits et analysés par 
séquençage des ARNs. Les résultats ont été analysés et classifiés par des logiciels 
bioinformatiques du Centre d’innovation Génome Québec et le logiciel DAVID.
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D is c u s s io n
1. Le facteur de transcription Cuxl est un régulateur de la réponse migratoire
cellulaire dans un modèle épithélial intestinal normal.
1.1. Diminution de la réponse migratoire en absence de Cuxl
Le régulateur transcriptionnel Cuxl possède des rôles dans la migration cellulaire en 
contexte cancéreux (Michl et al., 2005; Kedinger et a l ,  2009) de façon dépendante de la 
voie de signalisation par le TGF(3 (Michl et al., 2005). Plus récemment, Cuxl a été 
démontré pour avoir un rôle protecteur au niveau de la réponse inflammatoire en contexte 
d ’une colite expérimentale. En effet, suite à l ’induction d ’une colite au DSS, les animaux 
déficients pour Cuxl démontraient des défauts de restitution de l’épithélium intestinal 
malgré une période de récupération optimale (Darsigny et al., 2010). En réunissant tous ces 
rôles de Cuxl, nous nous sommes demandé si Cuxl pouvait assurer des rôles similaires 
durant la restitution épithéliale intestinale dans un contexte inflammatoire.
Tout d’abord, il a fallu mettre au point une méthode de culture des cellules afin d ’être 
capable de mesurer essentiellement la réponse migratoire. Pour ce faire, il a fallu limiter la 
réponse proliférative des cellules en culture. La première étape a été de réduire le sérum 
fœtal bovin de 5% à 0,5%, représentant une concentration finale de sérum minimale requise 
pour la survie des cellules, sans toutefois présenter un métabolisme actif au point d’entamer 
un cycle de division cellulaire. Une réduction de près de 50% de la prolifération a été 
observée chez les cellules cultivées à faible concentration de sérum en comparaison aux 
cellules cultivées en présence de 5% sérum (non montré). Afin d’améliorer les conditions 
d’inhibition de la prolifération dans le contexte de restitution épithéliale, le TGFp a été 
utilisé comme agent antiprolifératif. Il est à noter qu’en plus de son rôle antiprolifératif, le 
TGFP stimule la restitution épithéliale intestinale (Beck et al., 2003). Le TGF|3 a été ajouté 
dans le milieu de culture à une concentration finale de 5 ng/mL comme utilisé par l’équipe
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du Pr. Podolsky sur la même lignée cellulaire (Beck et al., 2003). L’ajout du TGFp au 
milieu à faible sérum a eu pour effet de venir potentialiser cette diminution de réponse 
proliférative dans les deux populations cellulaires en comparaison avec leur population 
respective n’ayant que du milieu faible en sérum. Cette mise au point de conditions de 
culture a permis de focaliser notre étude sur la réponse migratoire dans nos populations de 
cellules selon diverses méthodes optimisées de blessures sur monocouche de cellules.
Nous avons observé, en absence d’expression de Cuxl dans des populations de cellules 
IEC6, une réduction de la réponse migratoire malgré la présence de TGFp dans le milieu de 
culture. Effectivement, cette cytokine ne semble pas pouvoir exercer ses fonctions pro­
migratoires dans des populations cellulaires n’exprimant pas Cuxl. Ceci porte donc à 
penser que, tout comme dans le modèle cancéreux (Michl et al., 2005), Cuxl est impliqué 
dans la voie de signalisation pro-migratoire du TGFp. Il est intéressant de noter que lorsque 
Cuxl n’est pas présent et/ou disponible dans le contexte de la transduction du signal initié 
par le TGFp, cette dernière est toutefois capable d ’assurer ses fonctions anti-prolifératives. 
Ces observations montrent que Cuxl n’intervient que dans le phénotype migratoire et non 
prolifératif en fonction du TGFp. En accord avec ces observations, le transcrit du TGFP 
n’était pas dans la liste des gènes modulés par Cuxl lors de l’analyse d’expression de gènes 
par micropuce dans le contexte de restitution normale. Donc, Cuxl n’intervient pas sur 
l’expression de TGFp, mais semble plutôt impliqué au niveau de la signalisation de la 
cascade induite par le TGFp. Toutefois, une diminution du niveau d’expression des 
transcrits des récepteurs TgfpRl et TgfpR2 est observée et ce, de façon dépendante 
respectivement de la perte de Cuxl et de l’ajout de TGFp (non montré). Cette diminution 
pourrait être due à une rétroinhibition suite à l’activation de la voie par le ligand. 
Cependant, l’absence de Cuxl lors de l’application d’une blessure permet une 
augmentation de la phosphorylation des effecteurs Smad2 et Smad3. Cette activation 
pourrait être due à d’autres récepteurs tels que ceux des activines (Derynck et Zhang, 
2003). D ’un autre côté, Cuxl pourrait être responsable d’activer la voie migratoire du 
TGFp, mais son absence n’influencerait pas la signalisation de la cytokine vers la réponse 
anti-proliférative. En effet, nos résultats montrent que le TGFP a toujours une forte capacité 
à limiter la prolifération cellulaire même en absence de Cuxl. Ces observations supportent
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ainsi une possible dissociation des voies du TGFP et de leur implication sur la prolifération 
et la restitution épithéliale intestinale. D serait donc possible que l’activation canonique via 
les Smad2/3 pourrait être responsable de l’inhibition de la prolifération tandis que Cuxl 
serait responsable de la réponse pro-migratoire, témoignant d’une régulation Smad- 
dépendante ou indépendante (Derynck et Zhang, 2003). Afin de mieux comprendre cette 
signalisation, il serait pertinent de valider l ’activation de cibles transcriptionnelles des 
Smad2/3 ainsi que le niveau d’expression protéique des récepteurs TgfpRl et TgfpR2.
Malgré l’ajout d’une dose deux fois plus concentrée de TGFp, les cellules shCuxl ne 
démontrent pas une meilleure réponse migratoire face à cette cytokine. Par ailleurs, la dose 
de 5 ng/mL semble déjà être maximale pour observer les effets pro-migratoires du TGFp, 
car la dose double de 10 ng/mL ne change guère la réponse des cellules contrôles. Malgré 
une dose initiale suffisante de TGFp pour induire un signal, l’absence de Cuxl semble être 
l ’explication du blocage de cette voie dans la réponse migratoire cellulaire. Lors de l’essai 
de migration par blessure à l’aide d ’une lame de rasoir, le temps de 72 h a été utilisé afin 
d’illustrer convenablement la réduction de la distance de migration et de faciliter la 
visualisation du phénotype. Toutefois, l’effet de diminution de la réponse a été observé dès 
24 h (non montré). Par ailleurs, lors de cet essai de 72 h, le milieu n’a pas été remplacé au 
cours de la cinétique. La réponse proliférative a donc peut-être été en mesure de s’améliorer 
suite à l’épuisement du TGFp dans le milieu de culture. En contrepartie, l’épuisement du 
sérum minimal après ce temps a dû tout de même aider à garder la prolifération très peu 
active.
En contradiction avec ce rôle pro-migratoire associé à Cuxl, les patients atteints de la 
maladie de Crohn et de la colite ulcéreuse démontrent une augmentation des transcrits de 
Cuxl. Toutefois, les niveaux protéiques n’ont pas été évalués chez ces patients. De plus, 
dans la littérature, plusieurs mécanismes de régulation post-traductionnelle ont été 
rapportés pour influencer l ’activité et la nature des isoformes dans un contexte donné 
(Sansregret et Nepveu, 2008). Par contre, ces patients présentent comme point central de 
leur maladie respective des troubles de régénération de l’épithélium du tube digestif. Il 
serait très intéressant de valider l’implication des diverses isoformes, p200Cuxl et
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p l lOCuxl, dans des échantillons commerciaux de biopsies afin de déterminer la pertinence 
de chacune d’elle dans le processus de restitution épithéliale intestinale, et ce autant en 
contexte cellulaire que chez les patients.
1.2. Implication de Cuxl au niveau du cytosquelette d ’actine
Nos résultats supportent qu’au niveau mécanistique et structurel, Cuxl pourrait intervenir 
dans la migration cellulaire via une implication au niveau du cytosquelette d’actine. Par 
contre, en absence d’expression de Cuxl, les cellules shCuxl n’illustrent pas de défauts 
majeurs d’organisation du cytosquelette, car aucun changement morphologique basai n’est 
visible au microscope. Ceci suggère que l’effet de Cuxl sur le cytosquelette d’actine est 
plus subtil, peut-être associé à un stress cellulaire. En effet, la modulation du cytosquelette 
se fait de façon plus ciblée au niveau de structures spécifiquement érigées lors de la réponse 
migratoire des cellules, soient les lamellipodes. La formation de ce prolongement cellulaire 
a normalement lieu grâce à l ’échafaudage d’un réseau d’embranchement de filaments 
d’actine. Dans les cellules dépourvues de Cuxl, ce réseau ne se forme pas et ainsi la 
membrane plasmique de la cellule n’est pas repoussée en protrusion essentielle à la 
migration. Par ailleurs, la formation d’autres structures spécialisées de filaments d’actine 
est observable même en absence de Cuxl. C ’est le cas notamment des structures de fibres 
de stress et des points d’adhésion focaux qui sont toujours formés, autant en présence qu’en 
absence de Cuxl dans les cellules IEC6 stimulées par une blessure (non montré). Ceci 
suggère que Cuxl peut moduler un ou des effecteur(s) impliqué(s) dans la formation des 
lamellipodes, tel que Rac 1 et ses activateurs sans intervenir au niveau des fibres de stress et 
des points d’adhésion focaux. De plus, on observe au microscope que les populations de 
cellules IEC6 shCuxl sont visiblement moins allongées que les populations contrôles. Les 
cellules exhibent une morphologie moins migratoire, c ’est-à-dire qu’elles sont plus rondes, 
plus regroupées sur elles-mêmes et moins filiformes, due probablement à l’absence de 
formation du lamellipode. Les cellules ne semblent donc pas prêtes à se déplacer vers 
l’intérieur de la blessure, ce qui concorde avec la diminution du pourcentage de refermeture 
de la blessure. De plus, la perte de Cuxl n’altère ni l’intensité du marquage de l’actine sur 
la monocouche de cellules IEC6, ni l’expression de l’actine. La quantité de monomères
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pouvant former une quantité stable de filaments dans la cellule est donc maintenue. La 
cellule contrôle contient donc plusieurs filaments organisés tandis que la cellule shCuxl 
montre des filaments plus solitaires et moins organisés. La diminution du nombre de 
lamellipodes ne semble donc pas due à un manque de monomères d ’actine pour former les 
filaments, mais plutôt à une désorganisation du cytosquelette qui ne serait pas en mesure de 
se remanier convenablement pendant la réponse migratoire.
2. Les cibles protéiques de Cuxl convergent vers la voie de signalisation de la 
GTPase Racl.
Nous avons ensuite étudié les voies de signalisation pouvant être impliquées dans le 
phénotype migratoire. Nous nous sommes intéressés principalement aux voies de migration 
cellulaire classiques, soit les voies des GTPases Racl et RhoA.
Tout d’abord, l’analyse par immunobuvardage des essais de multiblessures a révélé une 
diminution des niveaux d ’expression protéique de Cuxl dans les échantillons des 
populations cellulaires shCuxl. De surcroît, l’expression de ce facteur de transcription 
restait stable malgré l’induction d’une multiblessure de 12 h ou 24 h (non montré), autant 
dans les populations contrôles que shCuxl. L ’application d’un stress ne semble donc pas 
induire l ’expression de Cuxl. De plus, l’ajout de la cytokine antiproliférative TGFP 
n’entraîne pas non plus de surexpression de Cuxl. Ceci suggère que le facteur de 
transcription Cuxl n’est pas une cible transcriptionnelle de la voie induite par le TGFp, 
contrairement à ce qui avait été suggéré dans un autre contexte cellulaire (Michl et al.,
2005). Ainsi, Cuxl et TGFP ne semblent pas interférer l’un avec l’autre dans le contexte de 
nos conditions de culture. Afin de s’assurer que le TGFp était bel et bien actif dans le 
milieu de culture, une analyse protéique de ses effecteurs a été réalisée. Dans la voie 
canonique de la cytokine, les facteurs de transcription responsables de la transduction du 
signal antiprolifératif sont Smad2 et Smad3, activés par phosphorylation dépendante du 
récepteur TGFpRl stimulé par la liaison du ligand. Cette observation témoigne de l’activité 
de la cytokine exogène dans le milieu de culture et renforce l’idée qu’il y ait absence
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d’interférence entre Cuxl et le TGFP du moins dans le contexte de la prolifération 
cellulaire.
Sachant que la formation des lamellipodes est assurée par la GTPase Racl et que celle-ci 
n’intervient pas principalement dans les fibres de stress et les points d’adhésion, les cibles 
protéiques terminales de la voie de signalisation Racl ont été analysées. C ’est ainsi qu’une 
augmentation du niveau de phosphorylation sur la sérine 3 de la cofiline a été observée 
dans les cellules n’exprimant pas Cuxl, suite à l’application d’une blessure de 12 h et 24 h 
(non montré). Cette phosphorylation a donc besoin d’un stress pour s’effectuer, comme 
celui observé lors d ’une blessure. De plus, cette phosphorylation est indépendante du 
traitement au TGFP, autant dans les populations contrôles que dans les populations shCuxl, 
démontrant que cette augmentation survient exclusivement suite à la perte de Cuxl dans un 
contexte de restitution de blessure. La phosphorylation sur sérine 3 de la cofiline est 
inhibitrice, ce qui vient donc bloquer l ’action de la cofiline dans la dépolymérisation des 
filaments préexistants qui permet la réutilisation des monomères pour de nouvelles 
structures d’actine. La phosphorylation de la cofiline bloque aussi l’activité de clivage lors 
de la formation de filaments multiramifiés plus courts dans le lamellipode. Donc, en 
absence de Cuxl, le remaniement du cytosquelette est moins efficace, ce qui empêche la 
formation d’un prolongement cellulaire soutenu par une structure en lamellipode solide.
De plus, une diminution du niveau de phosphorylation sur les sérines 235 et 236 de la 
protéine ribosomale S6 a été observée. Cette phosphorylation est effectuée par la protéine 
S6 kinase qui, elle-même, est activée par la voie mTOR. La diminution de phosphorylation 
est observée en absence de Cuxl de façon indépendante du TGFp, suggérant que la 
diminution de la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 est bien due à la perte de 
Cuxl. Par ailleurs, cette diminution semble être indépendante de l’application d’un stress 
par blessure, car elle est présente dès la perte de Cuxl sans aucune induction sur les 
cellules. La S6 kinase est principalement connue pour activer la biosynthèse des protéines, 
mais elle possède aussi d’autres voies alternatives impliquées dans l’activation de la voie 
Racl GTPase et dans la stabilisation des filaments d’actine (Ip et al., 2011). La diminution 
de la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 suggère une diminution de l’activation
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par la S6 kinase, entre autres. Afin de s’assurer que l’activité de la S6 kinase est belle et 
bien réduite, il serait intéressant de confirmer ses niveaux de phosphorylation via des 
immunobuvardages de type Western.
In vivo, au niveau basai, sans induction de stress inflammatoire, les souris contrôles et 
déficientes pour Cuxl ne démontrent pas de modulation de phosphorylation de la cofiline 
ou de la protéine ribosomale S6. La perte de Cuxl ne semble donc pas affecter la voie 
classique de migration cellulaire. Après 24 h de traitement au DSS pour induire une colite 
expérimentale, les tendances observées sont plutôt variables pour les deux protéines. Les 
modulations de phosphorylation ont toutefois été répertoriées dans le modèle animal 
déficient pour Cuxl traité pendant 3 jours au DSS pour induire une colite expérimentale. 
Ainsi, la diminution de phosphorylation sur la protéine S6 et l’augmentation de 
phosphorylation sur la cofiline sont visibles après 3 jours de traitement au DSS chez les 
souris déficientes en comparaison aux souris contrôles. À ce temps du traitement, le DSS a 
induit des dommages à l’épithélium du colon et une réponse de restitution est enclenchée. 
Ceci démontrant que ces modifications ne sont pas observées lors du début de la réponse 
inflammatoire après 24 h de traitement au DSS, mais plutôt lors de la réponse de restitution 
de l’épithélium après 3 jours de traitement. Ces modulations de phosphorylation liées à la 
restitution épithéliale sont donc confirmées autant dans un contexte inflammatoire in 
cellulo que dans un contexte de maladie inflammatoire intestinale in vivo.
2.1. Implication de la voie Racl et RhoA et leur point central Src
Les modulations de phosphorylation répertoriées en absence de Cux 1 ne semblent toutefois 
pas provenir des mêmes voies de signalisation étant donné que la phosphorylation sur la 
cofiline est augmentée et que la phosphorylation sur la protéine ribosomale S6 est 
diminuée. En intégrant les différentes voies de réponse migratoire, on observe la 
convergence de deux voies migratoires vers un point central, mais pouvant ainsi être 
activées séparément : la voie RhoA qui peut mener à l ’activation de phosphorylation sur la 
cofiline et la voie Racl qui peut mener à la diminution de phosphorylation par la S6 kinase. 
Ces deux voies peuvent être activées par une protéine commune au niveau de la
68
69
signalisation par les intégrines, soit la protéine Src (Figure 21). Ce modèle proposé 
démontre que la cofiline et la protéine ribosomale S6 peuvent être régularisées par 
différentes voies de signalisation et que les réponses de phosphorylation différentes, à la 
hausse pour la cofiline et à la baisse pour la protéine ribosomale S6 pourraient être causées 
par des protéines régulatrices des voies respectives en amont de RhoA et Rac 1. De façon 
intéressante, Cuxl est impliqué dans la signalisation et la stabilisation de la protéine Src en 
limitant sa dégradation dans un contexte de cellules cancéreuses (Aleksic et a l,  2007). En 
effet, Cuxl serait impliqué dans la régulation transcriptionnelle de Csk, un régulateur de 
Src. Plus concrètement, en absence de Cuxl, l’expression du transcrit et de la protéine 
kinase Csk sont diminuées, menant à une diminution de la phosphorylation de Src sur 
Tyr527 qui normalement promeut sa stabilisation en la protégeant contre la dégradation 
protéasomale. Par contre, dans notre modèle, le transcrit de Csk n ’est pas modulé en 
contexte de multiblessure sur cellules, tel que démontré dans l’analyse par micropuce (non 
montré).
De plus, la protéine Src semble requise pour l’induction de la réponse migratoire induite 
par Cuxl (Aleksic et al., 2007). La phosphorylation de Src sur la Tyr527 entraîne 
notamment sa relocalisation adéquate dans le complexe de signalisation des intégrines, là 
où elle effectue ses fonctions de transduction de signal (Aleksic et a l ,  2007). D serait donc 
pertinent de valider l ’état de phosphorylation de Src sur Tyr527 qui la rend moins active 
tout en modifiant sa localisation dans la cellule. Par immunofluorescence, il serait 
intéressant de vérifier la localisation de la protéine Src au niveau des complexes des 
intégrines dans nos modèles déficients pour l ’expression de Cuxl. De plus, il serait 
important de valider la structure des points d’adhésion focaux et leur maturité. Dans 
l’optique d’un défaut fonctionnel de ces points d ’adhésion, cela pourrait être une autre 
cause du ralentissement de la réponse migratoire cellulaire en absence de Cuxl. D ’autant 
plus que, lors de l’analyse d ’expression de gène par micropuce sur les cellules 
multiblessées, une diminution de 30% du transcrit de Lyn a été observée en absence de 
Cuxl (Tableau 3). Ce gène fait partie de la famille des Src tyrosine kinase jouant des rôles 
dans la migration cellulaire dans le cancer du côlon via la glycoprotéine de surface CD44 
(Subramaniam et al., 2007).
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Formation de lamellipodes 
Src-dépendante
Figure 21. Modèle de signalisation proposé dans la réponse migratoire induite par le 
facteur de transcription Cuxl en contexte inflammatoire.
Les flèches représentent le sens de la transduction du signal. Les barres perpendiculaires 
représentent les interactions inhibitrices. Les lettres p associées à un signe d’addition 
représentent l’ajout de modifications post-traductionnelles de type phosphorylation.
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3. Le facteur de transcription Cuxl serait un activateur possiblement direct de 
nouvelles cibles transcriptionnelles de la voie Racl
Cuxl étant un facteur de transcription, une vérification de la régulation transcriptionnelle 
des voies Racl et RhoA par Cuxl s’imposait. Par différentes techniques d’analyse de 
transcrits, les cibles identifiées précédemment telles que la cofiline et la protéine 
ribosomale S6 n’ont pas démontré de régulation transcriptionnelle par le facteur Cuxl. 
Toutefois, l’analyse par micropuce à ADN et l’analyse bioinformatique et statistique ont 
permis d’identifier divers processus cellulaires altérés en absence de Cuxl, notamment les 
interactions avec l’espace extracellulaire (22%), le remaniement du cytosquelette (13%), 
l’adhésion cellulaire (10%) et la transduction de signal (8%). Certains gènes impliqués au 
niveau des fibres contractiles et de la traction des cellules (2%) semblent modulées, ainsi 
qu’au niveau des gènes associés aux jonctions cellulaires (2%) et à la croissance polarisée 
(2%). Les cellules DEC6 expriment les molécules de jonctions et de polarisation, malgré que 
ces jonctions ne soit pas matures et fonctionnelles et que les cellules IEC6 ne se polarisent 
pas de façon spontanée en culture (Guo et al., 2003).
Les meilleurs gènes candidats pertinents au contexte de restitution cellulaire ont ensuite été 
sélectionnés rigoureusement. La recherche de motifs répétés et de sites contigus dans les 
différents promoteurs n’a pas abouti à la découverte de séquences consensus et aucune 
cible du groupe des facteurs de transcription (8%) n’est pertinente à la migration. Cuxl 
semble donc moduler de façon autonome les cibles identifiées. Pour l’élimination des cibles 
non pertinentes au contexte, seuls les promoteurs (rat et souris) contenant des sites de 
liaison pour Cuxl ainsi que celles démontrant de forts liens avec la migration/restitution 
cellulaire en fonction de la littérature ont été retenus. Ce filtrage des informations de la 
micropuce a révélé neuf cibles potentielles, soit FgfR l, FgfR2, Itgal, MyhlO, Prkca, Sosl, 
Shc4, Thbs2 et Vav2. Certaines de ces cibles sont induites tandis que d’autres sont réduites 
en absence de Cuxl. Ces modulations pourraient être dues à différentes isoformes de Cuxl, 
telles que p200Cuxl qui agit comme répresseur ou pllO C uxl qui agit entre autre comme 
activateur de la transcription (Sansregret et Nepveu, 2008).
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Ces neuf cibles ont ensuite été validées dans le modèle cellulaire de multiblessures. Les six 
cibles démontrant une modulation dans le même sens que la micropuce ont été conservées 
pour les analyses subséquentes, soit FgfRl, FgfR2, Shc4, Sosl, Thbs2 et Vav2. Certains de 
ces gènes cibles sont modulés de façon significative tandis que d’autre non, comme c’est le 
cas de FgfRl, FgfR2 et Shc4. Ceci serait dû à la présence d’un échantillon qui diverge un 
peu des autres, ce qui vient augmenter l’erreur sur la bande du graphique. De cette façon, 
les résultats sont perçus comme semblables par le logiciel d’analyse GraphPad Prism.
Par ailleurs, trois de ces six cibles identifiées dans le modèle de restitution cellulaire in 
cellulo, soit FgfR2, Shc4 et Vav2, sont modulés dans un modèle animal de colite 
expérimentale, de même que Cxcl 1, une chimiokine dont le gène est induit rapidement lors 
d’un stress inflammatoire en absence de Cuxl (Darsigny et al., 2010). Cette validation 
physiologique a permis d’identifier FgfR2, Shc4 et Vav2 comme étant les trois meilleurs 
gènes cibles modulés par Cuxl en contexte d’inflammation épithéliale intestinale. Ces 
derniers possèdent des fonctions respectives de récepteur pouvant lier des facteurs de 
croissance, de protéine adaptatrice pouvant lier les résidus tyrosines phosphorylés et de 
protéine échangeuse de guanine pouvant activer les GTPase.
Dans la littérature, le récepteur à facteur de croissance FgfR2 est mieux caractérisé pour ses 
rôles dans la carcinogénèse du colon. FgfR2 est capable de moduler divers processus 
cellulaires suite à l ’induction de ses cascades de signalisation. Toutefois, le type de 
fonctions activées par FgfR2 est dû au ligand avec lequel il interagit (Katoh et Katoh,
2006). Néanmoins, ce récepteur possède des rôles dans la migration et la réponse 
métastatique dans divers modèles de cancer, notamment celui du colon (Matsuda et a i, 
2012). La modulation du récepteur par Cuxl serait donc une façon indirecte de moduler la 




Pour sa part, Shc4 qui est aussi appelé ShcD, est une protéine adaptatrice qui aide à la 
modulation de diverses fonctions dans la cellule selon ses partenaires de signalisation. Shc4 
peut lier les résidus tyrosines phosphorylés, notamment ceux sur les récepteurs à facteur de 
croissance. Par ailleurs, Shc4 est aussi en mesure de moduler par lui-même la formation et 
la migration de métastases dans un modèle de mélanome (Fagiani et al., 2007). La 
modulation transcriptionnelle de Shc4 par Cuxl est donc aussi une façon indirecte 
d’affecter la restitution épithéliale via ses partenaires d’interactions.
De son côté, Vav2 peut activer Racl par échange de GDP pour le GTP afin d ’induire ses 
cascades de signalisation, notamment durant la migration cellulaire. Vav2 est en mesure 
d’induire la transformation des cellules épithéliales intestinales et de modifier leur 
phénotype en augmentant le pouvoir migratoire. Ceci est causé par la phosphorylation de 
Vav2 par la tyrosine kinase Src qui entraîne l ’activation des voies via Racl (Servitja et al., 
2003). Vav2 participe aussi à l’inhibition des réponses pro-inflammatoire et pro- 
proliférative lors de la transformation des cellules épithéliales par les leukotriènes de type 
D4 par l’intermédiaire de la voie Racl activée par les facteurs de croissance. Ainsi, Vav2 
peut aider à contrôler l ’environnement des cellules épithéliales non-transformées au début 
du développement du phénotype cancéreux induit par les leukotriènes D4 (Paruchuri et al., 
2005). De plus, Vav2 participe à l ’activation de la GTPase Racl via l’activation des 
récepteurs à facteur de croissance ou de Src, lorsque ce dernier est lié au complexe des 
intégrines. De surcroît, Vav2 est nécessaire à la dispersion des cellules dans un modèle de 
fibroblastes de souris. En effet, Vav2 permet l’activation de Racl qui peut ainsi lier son 
partenaire PAK. Lorsque Src est muté dans le domaine kinase, une perte de l’activation de 
Racl via Vav2 est observée (Marignani et Carpenter, 2001). Ces observations montrent que 
la promotion de la dispersion cellulaire des fibroblastes est contrôlée par la voie des 
intégrines, Src et Vav2, ce qui mène à l’activation de la GTPase Racl et des cascades de 
signalisation impliquées dans la migration (Marignani et Carpenter, 2001). L’échangeuse 
de guanine Vav2 est donc une cible transcriptionnelle qui pourrait influencer des voies de 
signalisation pertinentes à la migration par son interaction avec Racl, formant un carrefour 
central d’activation de voies de signalisation en réponse à une multitude de stimuli.
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Nous avons montré que les promoteurs des gènes cibles FgfR2, Shc4 et Vav2 contiennent 
chacun deux sites de liaison pour Cuxl entre 1000 pb en amont et 300 pb en aval du site 
d’initiation de la transcription. Nous avons observé un enrichissement de Cuxl dans le gène 
Vav2, Shc4 et FgfR2. Par ailleurs, ces résultats sont encore préliminaires et devront être 
répétés afin de valider la liaison directe de Cuxl sur ces séquences promotrices. D sera 
important de valider l’interaction de Cuxl dans des cellules IEC6 contrôles ou n’exprimant 
pas Cux 1.
Prenant en compte que Vav2 semble une cible de prédilection, vu ses fonctions, sa 
pertinence et surtout sa forte diminution transcriptionnelle dans tous nos modèles, il sera 
primordial de valider son activité sur Racl. Il sera très important de doser l ’activité de Racl 
via sa liaison au GTP avant d’entreprendre d’autres manipulations afin de valider la 
diminution de l’activité de cette voie de signalisation.
4. La récupération du phénotype migratoire via la voie RhoA est partielle
Afin de valider par quelle voie de signalisation passe la diminution de la réponse migratoire 
des cellules IEC6 shCuxl, nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique spécifique de 
la voie de la GTPase RhoA, qui affecte la phosphorylation des protéines en aval, telle que 
la cofiline. D’abord, sans inhibiteur, l’augmentation du niveau de phosphorylation de la 
cofiline répertorié en essais de multiblessures est observée chez les cellules blessées 
shCuxl en comparaison aux cellules contrôles. Celle-ci semble un peu moins évidente dû 
au changement du concept expérimental. Le nombre de cellules ayant subit le stress de la 
blessure est beaucoup plus dilué que dans les essais de multiblessures utilisés pour 
l’analyse protéique par immunobuvardage.
Puis, suite à l’application de l’inhibiteur, la diminution de phosphorylation de la cofiline 
dans les cellules n’exprimant pas Cuxl n ’atteint pas celle des cellules contrôles traitées 
avec l’inhibiteur, mais plutôt celui des cellules contrôles sans inhibiteur. Toutefois, cette 
population contrôle arrive à déployer une réponse migratoire en condition de base. Donc, 
les cellules shCuxl devraient être en mesure de migrer adéquatement en présence de
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l’inhibiteur. De plus, les cellules contrôles devraient pouvoir migrer nettement plus 
rapidement lorsqu’induites au Y27632 par rapport à leur niveau de migration de base. À 
l’observation des cellules, on dénote une reprise de la réponse migratoire, mais aussi un 
changement morphologique des cellules, surtout celles de la population contrôle. En fait, on 
observe une récupération du phénotype migratoire des cellules n’exprimant pas Cuxl 
lorsque l’on prend seulement en compte le pourcentage de refermeture selon le front de 
migration. Toutefois, ce résultat de pourcentage de refermeture est quelque peu trompeur. 
En observant les monocouches en microscopie, on observe la présence de trous dans le 
feuillet cellulaire ainsi qu’un changement important de morphologie des cellules. Celles-ci 
adoptent une morphologie en forme d’étoile avec des ramifications dans tous les sens, 
surtout chez les cellules contrôles. Certaines se sont détachées du feuillet de cellules 
épithéliales et migrent en solitaire dans la blessure. Ces cellules semblent avoir une trop 
grande réorganisation de leur cytosquelette d’actine ce qui résulte en une migration 
individuelle sans vraiment restituer la blessure. Ce changement de forme des cellules 
pourrait être dû à une dose trop forte d’inhibiteur ajouté dans le milieu. Une courbe 
décroissante de dose-réponse à partir de 10 mM d’inhibiteur serait importante à effectuer 
pour valider la cause du phénotype observé.
La présence de trous dans le feuillet épithélial à quelques centimètres derrière le front de * 
migration pourrait être explicable par un manque éventuel du nombre de cellules pouvant 
couvrir cette blessure. En effet, les processus de guérison des plaies impliquent 
éventuellement la prolifération cellulaire afin de combler l’espace dénudé. Puisque nos 
conditions expérimentales excluent la prolifération cellulaire, il serait important 
d’investiguer l’effet qu’aurait l’ajout de sérum dans cet essai de récupération. Le retour de 
la fonction de prolifération pourrait être une étape importante afin de limiter les trous dans 
la monocouche. De plus, en contexte in vivo, le processus de régénération épithéliale 
intestinale inclus l’intervention des fonctions cellulaires de prolifération et de migration 
selon une chronologie finement réglée. En contexte de maladies inflammatoires 
intestinales, ceci pourrait permettre de refermer les plaies dans l’épithélium du côlon 




Il serait intéressant d’étudier l’implication de Racl dans la récupération du phénotype 
migratoire, étant donné que la cible transcriptionnelle de Cuxl, Vav2, active la GTPase 
Racl. De plus, en validant l’implication possible de l’isoforme activatrice pllO C uxl, la 
diminution d’activation de la voie et la diminution de la réponse migratoire cellulaire 
observée pourrait être attribuable à la perte de Cuxl de façon p l lOCuxl-dépendante.
5. Les gènes cibles de la restitution identifiés par séquençage des ARNs
Dans la quête de nouvelles cibles transcriptionnelles de Cuxl pertinentes à la restitution, 
une analyse des modulations au niveau physiologique a été effectuée au début de la phase 
de restitution après un traitement d’animaux contrôles et mutants au DSS. Le séquençage 
des ARNs a identifié des modulations d’expression de gènes impliqués dans l’organisation 
membranaire (27%), dans les interactions extracellulaires, principalement avec la matrice 
extracellulaire (10%), et dans la réponse aux blessures (5%). Malgré le fait que les ARNs 
proviennent de l’épithélium intestinal et d’autres types cellulaires provenant du système 
mésentérique et vasculaire et du tissu adipeux, une telle classification suggère un phénotype 
de régénération épithéliale.
Certaines cibles se sont révélées fort intéressantes. En effet, une diminution de près de 4 
fois du transcrit de l’Axinl a été observée. Cette protéine est un régulateur négatif de la 
voie Wnt/p-caténine, impliquée dans le processus de prolifération (Ikeda et al., 1998). 
Toutefois, nous n’observons aucune modification du niveau de prolifération entre 
l’épithélium des souris contrôles par rapport aux souris mutantes pour Cuxl. Ceci n’étant 
pas surprenant vu le fait que sans stress, les souris homozygotes mutantes ne démontrent 
aucun trouble majeur au niveau du tube digestif. Il serait toutefois intéressant de vérifier le 
taux de prolifération dans l’épithélium des deux groupes de souris lors de l’induction d ’une 
réponse inflammatoire au DSS, étant donné la forte diminution du régulateur négatif Axinl.
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En plus de l’Axinel, en contexte inflammatoire, et en absence de C uxl, les transcrits de la 
mucine 3 (Muc3) sont diminués de plus de huit fois, ce qui en fait le gène le plus modulé. 
Muc3 est une protéine fortement glycosylée liée à la membrane à la surface apicale des 
cellules épithéliales intestinales. Avec d’autres mucines, Muc3 forme un gel visqueux sur le 
côté apical de la cellule, protégeant ainsi l’épithélium contre les microorganismes (Linden 
et al., 2008). Une modulation des niveaux de Muc3 pourrait affecter l’efficacité de cette 
couche protectrice de protéine glycosylée sur l’épithélium intestinal. Cette mucine pourrait 
être grandement responsable du phénotype plus susceptible au DSS des souris vu ses 
implications dans le tube digestif. En effet, Muc3 est connu pour avoir des répercussions 
bénéfiques au niveau du système gastro-intestinal. Cette mucine est en mesure de stimuler 
la migration et de diminuer l’apoptose de cellules cancéreuses potentielle dans le colon in 
vitro (Ho et al., 2006), et pourrait accélérer la régénération de blessures dues à une colite 
expérimentale à l’acide acétique ou au DSS (Ho et al., 2006). Le traitement des animaux 
avec un peptide Muc3 recombinant serait une bonne façon de valider si cette protéine 
fortement glycosylée est impliquée dans la régénération épithéliale. Il suffirait d ’induire 
une colite expérimentale au DSS, puis traiter les animaux avec le Muc3 recombinant afin 
de vérifier la régénération de l’épithélium malgré l’absence de Cuxl. Toutefois, afin de 
s’assurer de l’état actif du peptide recombinant, une supplémentation intra-rectale serait 
préférable pour éviter une dégradation via l’acidité de l’estomac ou via les enzymes de 
digestion des sucres dans l’intestin grêle. La protéine recombinante non glycosylée ne serait 
probablement pas pleinement active à son arrivée à destination dans le côlon. De cette 
façon, on pourrait aussi déterminer le type de traitement optimal, en prophylaxie ou en 
thérapie, afin d’aider les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales, 
notamment ceux souffrant de la colite ulcéreuse.
De façon plus contradictoire, certaines cibles ont attiré notre attention par l’affichage d ’une 
modulation en opposition avec le phénotype de diminution de la réponse migratoire 
observé. L’Annexine A2 a spécialement piqué notre curiosité avec une augmentation de 
l’expression de son transcrit de 5,75 fois. L’annexine A2 joue des rôles dans la liaison de 
complexes protéiques à la membrane avec le cytosquelette d’actine et dans la motilité 
cellulaire. En effet, l’annexine A2 est une protéine associée à la membrane qui lie les
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filaments d’actine (Grieve, Moss et Hayes, 2012). RhoA et annexine A2, ont aussi été 
démontrées pour co-localiser au niveau des filaments de F-actine. Par ailleurs, une 
inhibition de l’expression de l’annexine A2 entraîne l’altération de la réorganisation du 
cytosquelette d ’actine ainsi qu’une augmentation de sa dépolymérisation (Garrido-Gomez, 
et al., 2012). Comme l’augmentation du transcrit de l’annexine A2 que nous observons ne 
concorde pas avec la perte de réorganisation du cytosquelette dans les cellules épithéliales 
intestinales en absence de Cuxl, il est donc possible que l’annexine A2 ne soit pas 
spécifiquement altérée dans l’épithélium des souris mutantes traitées au DSS, mais plutôt 
dans d ’autres compartiments cellulaires. Il est aussi possible que les niveaux de protéines 
pour l ’annexine A2 ne correspondent pas aux modifications de l’expression du transcrit. 
D’autres expérimentations seront nécessaires pour mieux comprendre cette observation.
Une dernière cible d ’intérêt est le gène Gpr55 dont l ’expression est diminuée de plus de 2 
fois en absence de Cuxl. Le récepteur couplé aux protéines G Gpr55 est un récepteur aux 
cannabinoïdes exprimé modestement dans le côlon selon la littérature (Rydberg et a i,  2007 
et Schicho et Storr, 2012). Dans le colon, Gpr55 jouerait un rôle dans l’activation du 
mouvement afin de faire avancer le bol alimentaire. Ce récepteur couplé à la protéine G n 
peut activer les cascades de signalisation principalement associées aux GTPase Racl et 
Cdc42 ainsi que plus modérément à la GTPase RhoA, impliqués dans la migration 
cellulaire (Vaccani et al., 2005). L’activation de Gpr55 par l’agoniste 0-1602 protégerait 
contre l ’inflammation intestinale et l’induction d ’une colite expérimentale, autant par le 
DSS que le TNBS, en limitant l’invasion des couches tissulaires par les neutrophiles et en 
améliorant la réponse contre le stress inflammatoire (Schicho et al., 2011). Donc, une 
baisse des niveaux de GPR55, tel qu’observé dans les souris mutantes, est associée à une 
plus grande susceptibilité au DSS des souris homozygotes mutantes pour Cuxl. Avec son 
rôle possible dans la migration, Gpr55 pourrait être impliqué dans la régénération 
épithéliale intestinale chez la souris.
Lors de l’analyse d’expression des gènes, autant par la micropuce que par le séquençage 
des ARNs, la majorité des cibles modulées ont une expression diminuée en absence de 
Cuxl. Ceci suggère donc que l’isoforme pllO C uxl, un activateur et un répresseur de la
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transcription, pourrait être celle qui régularise la fonction de restitution épithéliale 
intestinale et de régénération de l’épithélium en contexte de maladies inflammatoires 
intestinales. D serait intéressant de faire un essai de récupération du phénotype migratoire 
des cellules shCuxl en réintroduisant l’isoforme p l lOCuxl dans les cellules.
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C o n c l u s io n  e t  P e r s p e c t iv e s
Le facteur de transcription Cuxl joue un rôle protecteur en promouvant la restitution 
de l’épithélium intestinal en contexte inflammatoire via la voie de signalisation de la 
GTPase Racl.
En somme, cette étude a permis de mieux comprendre l’une des fonctions du facteur de 
transcription Cuxl reliée à la restitution intestinale. L’absence de C uxl, obtenue avec des 
ARNs interférents, diminue la réponse migratoire épithéliale intestinale lors de 
l’application d’une blessure. Cette diminution de migration est accompagnée d’une perte de 
la réorganisation du cytosquelette d’actine et de la diminution de la formation de 
lamellipodes, une structure migratoire de filaments d’actine. Cette perte du remaniement du 
cytosquelette est due à une augmentation de l’activité de la voie RhoA qui se solde par 
l’augmentation de la phosphorylation de la cofiline sur sérine 3, ce qui inhibe son activité 
promouvant la réorganisation des filaments d ’actine. De plus, la diminution du phénotype 
migratoire est due à une moins grande activité de la S6 kinase et probablement de l’une de 
ses voies alternatives pouvant moduler la fonction de migration cellulaire. Ces deux voies 
de modulations opposées convergent en amont des voies de signalisation, soit au niveau de 
la tyrosine kinase Src.
Au niveau transcriptionnel et en contexte épithélial intestinal, le régulateur Cuxl est en 
mesure de moduler le transcrit de FgfR2, Shc4 et Vav2 autant dans le modèle in cellulo que 
dans le contexte physiologique du modèle in vivo. De ces trois cibles, la plus modulée et la 
plus pertinente est Vav2, la protéine activatrice de la GTPase Racl. Nos résultats montrent 
que Cuxl lierait des séquences consensus sur les trois promoteurs et que Cuxl serait un 
régulateur direct de l ’expression de ces gènes. De surcroît, comme l’expression de deux des 
cibles est diminuée en absence de Cuxl, ceci suggère que la réponse migratoire des 
cellules intestinales épithéliales saines pourrait être assurée par la présence de l’isoforme 
clivée du facteur de transcription, soit l’activateur p l lOCuxl.
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En plus de la voie RhoA, d’autres voies seraient importantes dans la récupération du 
phénotype migratoire en absence de Cuxl, notamment la voie Racl. La fonction cellulaire 
étant partiellement rétablie, il serait intéressant de valider l’implication de la voie Racl et 
de vérifier une possible coopération entre les deux GTPase et leurs cascades de 
signalisation. L’activité de Racl dans la récupération du phénotype serait importante à 
valider, puisqu’elle est activée par une cible transcriptionnelle potentiellement directe de 
Cuxl, soit Vav2. De plus, il serait intéressant de vérifier l’effet d’une réintroduction de 
Vav2 dans un essai de récupération du phénotype, en absence de Cuxl. La réexpression de 
Vav2 pourrait-elle rétablir la réponse migratoire des cellules malgré l’absence de Cuxl?
En contexte physiologique, Cuxl module l’expression de plusieurs transcrits ayant des 
fonctions diversifiées. Certaines cibles présentent une modulation à la baisse, corrélant avec 
un phénotype de défaut de régénération épithéliale intestinale chez les animaux mutants 
pour Cuxl. Par exemple, une forte diminution de l’expression des protéines à mucus, 
comme Muc3, pourrait mener à des modifications de la couche protectrice sur l ’épithélium 
et à une plus grande facilité de passage pour les microorganismes dans la lumière 
intestinale, et ainsi expliquer en partie la plus grande susceptibilité des souris mutantes pour 
Cuxl au traitement DSS. La mucine 3 pourrait aussi être responsable de la régénération 
épithéliale, car les souris mutantes pour Cuxl présentent ce problème de régénération 
simultanément à une diminution du transcrit de Muc3. L’utilisation d’un peptide 
recombinant pourrait valider cette corrélation dans les souris mutantes.
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